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1. Einleitung

Der Diabetes mellitus Typ 1 (T1DM) st eine chronische organspezifische
Autoimmunerkrankung, die durch eine selektive Zerstérung der insulinproduzierenden
Betazellen der Langerhans-Inseln im Pankreas hervorgerufen wird (Atkinson and Eisenbarth
2001). Beim T1DM fuhren vermutlich ein Zusammenspiel von genetischer Pradisposition und
noch weitgehend unbekannten Umweltfaktoren zu humoraler und zellularer
Inselautoimmunitat, assoziiert mit einer gestorten Immunregulation (Atkinson and Eisenbarth
2001). Die Pravalenz des T1DM in Deutschland betragt gegenwartig ca. 0,4% (Ehehalt,
Blumenstock et al. 2008). T1IDM kann in jedem Alter auftreten (Krolewski, Warram et al.
1987), etwa 40% entwickeln die Erkrankung jedoch bereits vor dem 20. Lebensjahr. TIDM
ist die Ursache fur etwa 90% aller Diabetesfélle bei Kindern und Jugendlichen und bei 5-10%
aller erwachsenen Diabetespatienten (EURODIAB ACE Study Group 2000; Adeghate,
Schattner et al. 2006). Somit ist der Typ 1 Diabetes die haufigste Stoffwechselerkrankung
des Kindesalters (Danne, 2010).

Seit den 1950er Jahren wird in hoch entwickelten Landern weltweit ein stetiger Anstieg der
Inzidenz des T1DM, vor allem bei Kindern beobachtet (Karvonen, Viik-Kajander et al. 2000;
Todd 2010). Dabei verdoppelt sich die Neuerkrankungsrate etwa alle 20-30 Jahre. Fir
Europa wurde die Zahl der T1DM-Neuerkrankungen bei Kindern unter 15 Jahren fiir das
Jahr 2005 auf etwa 15 000 geschatzt. Fur das Jahr 2020 werden etwa 24 400 neue Falle
prognostiziert. Eine Heilung oder Préavention der Erkrankung ist bis heute nicht mdoglich.
Aufgrund verbesserter Therapiemdglichkeiten und intensiver Diabetes-Schulungen kénnen
heutzutage die meisten Patienten ein nahezu normales Leben fihren. Dennoch kommen
auch heute noch schwerwiegende Akutkomplikationen wie Ketoazidose und Hypoglykamien,
mikro- und makrovaskulare Folgeerkrankungen wie beispielsweise Erblindung,
kardiovaskulare  Erkrankungen, die Diabetische Neuropathie, eine terminale
Niereninsuffizienz, oder Amputationen und besonders auch psychische Probleme vor (DCCT
Research Group, 1993; Kulzer, 2010; Nathan, Lachin et al. 2003). Diese verursachen eine
Einschrankung der Lebensqualitat bei den betroffenen Patienten, sowie immense Kosten fur

unser Gesundheitssystem.

Die genaue Atiologie und Pathogenese des Typ 1 Diabetes ist bis heute nicht geklart, jedoch
von grofRter Bedeutung um Personen mit hohem Risiko zu erkennen und neue
Praventionsansatze zu entwickeln. Erst wenn 80-90% der Betazellen zerstort sind, wird der
Typ 1 Diabetes klinisch manifest (Foulis, Liddle et al. 1986), da der Blutzuckerspiegel dann

aufgrund des Insulinmangels nicht mehr ausreichend reguliert werden kann. Die
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pradiabetische Phase kann sich Uber einen individuell sehr variablen Zeitraum vollziehen
(Monate bis Jahre).

Die Bestimmung von T1DM-spezifischen Autoantikdrpern im Serum ist die derzeit beste
Methode zum frihzeitigen Nachweis von Inselzellautoimmunitat. Der Nachweis dieser
metabolischen Marker ermoglicht eine indirekte Aussage Uber das Ausmald der
autoimmunen Zerstorung von R3-Zellen, noch bevor metabolische Stérungen im intravenésen
oder oralen Glukosetoleranztest auftreten, da es bislang keine Mdoglichkeit zur
routinemafligen Bestimmung der [3-Zell-Masse in vivo gibt. Durch diese F&higkeit der
Friherkennung von Inselautoimmunitat anhand humoraler Marker, zu einem Zeitpunkt an
dem noch eine ausreichende R-Zell-Masse vorhanden ist, kdnnen betroffene Personen
identifiziert und in Interventionsstudien zur Pravention eines T1DM integriert werden.
Autoantikérper gegen Insulin (IAA), Glutamat-Decarboxylase (GADA), das Protein Tyrosin
Phosphatase homologe Inselzellantigen 1A-2 (IA-2A) sowie gegen den Zink Transporter 8
(ZnT8A) sind die derzeit am besten untersuchten und fir die Diabetespradiktion am
haufigsten verwendeten Immunmarker. Das Auftreten von Autoantikérpern geht jedoch nicht
in jedem Fall mit einer TLDM Entwicklung einher. Bei einigen Personen mit familiarem
Diabetesrisiko beobachtet man das Auftreten einzelner Autoantikdrper, die nach einiger Zeit
wieder verschwinden (transiente Autoantikérper) (Yu, Yu et al. 2000) oder auch Uber viele
Jahre hinweg persistieren, ohne dass es zur Manifestation eines T1DM kommt.
Vorhergehende Studien konnten jedoch zeigen, dass das Auftreten mehrerer Autoantikorper
mit einem deutlich hodheren individuellen Risiko fir eine Progredienz des
Krankheitsprozesses assoziiert ist (Bingley, Christie et al. 1994; Kulmala, Savola et al. 1998;
Gardner, Gale et al. 1999; Achenbach, Warncke et al. 2004). Das Vorhandensein multipler
Autoantikdrper bedeutet jedoch nicht in jedem Fall, dass es zu einer schnellen Progression
der R-Zell-Zerstorung kommt, so dass es sinvoll erscheint eine genauere Charakterisierung
der humoralen Autoimmunantwort gegen Betazell-Antigene, sowie eine Typisierung
pradisponierender Gene durchzufiihren. Die Bestimmung zusatzlicher Marker wie Titer,
Epitopspezifitat und Affinitat, sowie die Genotypisierung erlauben eine weitere Stratifizierung
des Risikos eine Progression des autoimmunen Zerstdrungsprozesses durchzumachen,
welche schlieBlich in der klinischen Manifestation der Erkrankung miindet. Dies hilft
besonders bei der Auswahl geeigneter Patienten fir Immuninterventionsstudien aus dem
Kollektiv Autoantikdrper-positiver Personen. Bisher wurden in vorhergehenden Arbeiten nur
selten alle Parameter untersucht. Die meisten Studien konzentrierten sich auf die Analyse
einzelner Marker (Z.B. Epitop-Spezifitdt oder Autoantikorper-Affinitdt). Bei solch einer

ausschlie3lichen Betrachtung einzelner Charakteristika ist es jedoch nicht moglich das
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komplexe Zusammenspiel der verschiedenen Marker und eventuelle pathogenetische

Zusammenhange erkennen.

Wie bereits oben erwahnt, kann sich die préklinische Phase des Autoimmunprozesses uber
einen individuell sehr variablen Zeitraum vollziehen. Bei Kleinkindern werden oft schnell-
progressive Verlaufe beobachtet, dagegen zeigen Erwachsene oder altere Kinder haufig
eine langsamere Progression, oder entwickeln Uberhaupt keinen Diabetes. Die
unterschiedlichen Verlaufsformen sprechen fir eine sehr heterogene, individuell
unterschiedliche Pathogenese des T1DM, welche durch multiple genetische und exogene
Faktoren beeinflusst wird (Achenbach, Bonifacio et al. 2005). Diese Faktoren kénnen sowohl
zur Entstehung und Progression der Erkrankung beitragen, als auch protektiv wirken.

Vor allem die Entstehung und Progression von Inselautoimmunitét bei Kindern wurde durch
prospektive Studien wie BABYDIAB (in Deutschland seit 1989) (Ziegler, Hummel et al.
1999), DAISY und DIPP (in den USA und Finnland) (Rewers, Norris et al. 1996; Kukko,
Virtanen et al. 2004) vom Zeitpunkt der Geburt an detailliert untersucht. Aus bisherigen
Untersuchungen bei Kindern aus Familien mit mindestens einem erstgradig Verwandten mit
T1DM, die im Rahmen der BABYDIAB-Studie beobachtet wurden, geht hervor, dass das
Neuauftreten von Autoantikbrpern gegen Beta-Zell-Antigene bereits in den ersten beiden
Lebensjahren deutlich ansteigt, im Alter von etwa 2 Jahren (friihkindliche Inselautoimmunitét)
einen ersten Gipfelpunkt erreicht und danach wieder absinkt (Ziegler, Hummel et al. 1999;
Hummel, Bonifacio et al. 2004). Ein zweiter Anstieg der Inzidenz ist ab dem Alter von etwa 8
Jahren mit Beginn der Pubertdt zu beobachten (pré-/pubertare Inselautoimmunitéat).
Vorlaufige Daten zeigen weiterhin, dass beide ,Inselautoimmunitats-Wellen“ offensichtlich
mit verschiedenen charakteristischen Merkmalen assoziiert sind. So unterscheiden sich z.B.
der HLA-Genotyp, die Antigenspezifitdt und Affinitdt der Autoantikbrper sowie die
Geschwindigkeit der Ausweitung der Autoimmunreaktion von singularen zu multiplen Ziel-
Antigenen. Da eine detaillierte Analyse der unterschiedlichen Immunreaktionen bisher noch
aussteht und die prognostische Relevanz des Neuauftretens von Autoantikbrpern im
Pubertatsalter zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht endgiltig beurteilt werden kann, ist diese

Analyse Teil der vorliegenden Arbeit.

In dieser Arbeit erfolgt erstmalig eine detaillierte Charakterisierung der humoralen
Immunantwort in verschiedenen Stadien der Pathogenese in den zwei verschiedenen
Altersgruppen (Gruppe 1: EARLY (= erstmaliges Auftreten von Inselautoimmunitat vor dem
4. Lebensjahr) und Gruppe 2: LATE (= erstmaliges Auftreten von Inselautoimmunitét im

Alter von 4 Jahren oder spéter)).
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Hierzu werden die Verlaufsseren von 62 Autoantikdrper-positiven Kindern der Early Gruppe
(medianes Alter beim erstmaligen Auftreten von Autoimmunitat: 1,9 Jahre) sowie von 80
Autoantikorper-positiven Kindern der Late Gruppe (medianes Alter beim erstmaligen
Auftreten von Autoimmunitat: 8,0 Jahre) aus der BABYDIAB Studie auf Autoantikérper gegen
Insulin (IAA), GAD 65 (GADA), IA-2 (IA-2A) und ZnT8 (ZnT8A) untersucht und hinsichtlich
des Autoantikorper-Status, der Autoantikdrper-Titer, der Autoantikdrper-Epitop-Spezifitat, der
Autoantikorper-Affinitat sowie hinsichtlich des Auftretens von T1DM-relevanten Genotypen
charakterisiert. Alle Charakteristika werden bei Serokonversion bzw. beim erstmaligen
Auftreten von Antigen-spezifischer Autoimmunitat sowie im kurzfristigen Verlauf von ein bis
zwei Jahren analysiert und in univariaten Analysen zwischen den beiden Gruppen
verglichen. AnschlieRend erfolgt eine Analyse hinsichtlich der Progression zu multiplen

Autoantikérpern sowie zum T1DM in den beiden Gruppen.

Durch den Vergleich der humoralen Charakteristika zwischen den beiden Gruppen sollen
spezifische Immunprofile identifiziert werden, die eine bessere Diskriminierung und
Phéanotypisierung diabetischer Subtypen erlauben und dazu beitragen, individualisierte

Therapien zu entwickeln.
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2. Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist eine vergleichende Analyse von Autoantikdrper-Profilen bei
Kleinkindern und bei alteren Kindern/Jugendlichen von Eltern mit TIDM zum Zeitpunkt der
Serokonversion bzw. zum Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens von Inselantigen-spezifischer
Autoimmunitat sowie nach ein bis zwei Jahren Verlauf. Dem vorliegenden
Dissertationsprojekt liegt die Hypothese zugrunde, dass sich die bisher beobachteten
Unterschiede in der frihkindlichen (EARLY= erstmaliges Auftreten von Inselautoimmunitat
vor dem 4. Lebensjahr) und (pra)pubertdren (LATE= erstmaliges Auftreten von
Inselautoimmunitat mit 4 Jahren oder spater) Inselautoimmunitat auf verschiedene
Immunisierungsmuster zurtickfiihren und anhand der erkannten molekularen Ziele/Epitope
und weiterer Merkmale differenzieren lassen, und damit zur besseren Pradiktion der

Erkrankung beitragen koénnen.

Spezifische Fragestellungen:

1) Definition von Immunisierungsmustern in den zwei untersuchten Gruppen

Welche und wie viele Beta-Zell-Antigene sind zum Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens von
Inselautoantikdorpern Ziele der Immunreaktion? Welche Regionen dieser Antigene
beherbergen initiale (immunisierende) Epitope? Wie sind die Autoantikérper-Affinitat und der
Autoantikorper-Titer? Welche Immunisierungsmuster treten haufig bzw. selten auf und bei

wem?

2) Definition von Progressionsmustern in den zwei untersuchten Gruppen
Wie verandern sich Autoantikorperprofile im kurzfristigen Verlauf von ein bis zwei Jahren?
Welche Immunisierungsmuster sind mit Progression verbunden? Welche Muster gehen eher

mit chronischem Verlauf einher?

3) Assoziation von Progressionsmustern zur Atiologie des T1D
Besteht eine Beziehung zwischen dem Auftreten von Progression zu multiplen

Autoantikérpern und dem Vorliegen bestimmter Genotypen?

4) Unterscheiden sich zwischen den beiden Gruppen diejenigen Kinder voneinander, die
eine Progression zu multiplen Autoantikdrpern und schlielich zum T1DM durchmachen

beziglich der Schnelligkeit der Progression?
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3. Grundlagen

3.1 Atiologie und Pathogenese

Der T1DM ist eine multifaktorielle Autoimmunerkrankung. Man vermutet, dass sowohl das
Auftreten als auch die Progression von Inselautoimmunitéat durch das Zusammenwirken von
pradisponierenden Genen, einer gestdorten Immunregulation und exogenen Faktoren

(Umweltfaktoren) beeinflusst wird.

Pradisponierende Gene sind ein wesentlicher Pfeiler der Pathogenese des T1DM.

Eine Einschéatzung des Risikos einen Typ 1 Diabetes zu entwickeln, kann anhand des
Vorkommens bestimmter genetischer Muster und der familiaren Vorbelastung erfolgen.

So haben Verwandte ersten Grades von Erkrankten gegenuber der Normalbevolkerung ein
10fach erhohtes Risiko an Diabetes zu erkranken (Eisenbarth et al., 1992). Auch die Anzahl
der erkrankten Familienmitglieder stellt einen wichtigen Risikofaktor dar.

Analysen der BABYDIAB Kohorte zeigen, dass das Risiko einen T1DM zu entwickeln sich
merklich erhdhte wenn beide Eltern oder ein Elternteil und ein Geschwister T1DM hatten, als
wenn nur ein erstgradig Verwandter betroffen war (3-8% vs. 25%) (Bonifacio, Hummel et al.
2004). Zu berlcksichtigen ist jedoch, dass nur etwa 10-13% der Kinder mit neu
manifestiertem Typ 1 Diabetes einen erkrankten erstgradigen Verwandten haben. Dagegen
zeigen 87-90% keine familigre Vorbelastung (Dahlquist, Blom et al. 1985; Redondo and
Eisenbarth 2002). Eine weitere Moglichkeit zur Einschatzung des Diabetesrisikos vor der
Entwicklung von Autoantikbrpern gegen Inselzellantigene, ist die Untersuchung des
Genotyps. Assoziationen zum T1DM wurden bisher fiir mehr als 40 verschiedene Gen-Loci
beschrieben (Barrett, Clayton et al. 2009; Paociot, Akolkar et al. 2010). Den bedeutendsten
Einfluss auf die Diabetesentstehung haben Gene der HLA (human leucocyte antigen) Klasse
Il Region des MHC (major histocompatibility complex) auf Chromosom 6p21 (IDMM1)
(Buzzetti, Quattrocchi et al. 1998). In bis zu 50% der Falle kann das familiar gehéaufte
Auftreten von T1DM durch das Vorhandensein bestimmter HLA-Allele erklart werden.
Wahrend einige HLA-Allele mit erhohtem Risiko fur Erkrankung einhergehen (z.B. HLA
DRB1*0301) gibt es auch welche, die Protektion vor der Erkrankung vermitteln (z.B. HLA
DQB1*0602) (Pugliese, Gianani et al. 1995; Kulmala, Savola et al. 2000; Eisenbarth 2007).
Mehrere Studien haben gezeigt, dass die Genotypen HLA DR3-DQ2/DR4-DQ8 und HLA
DR4-DQ-8/DR4-DQ8 mit dem héchsten Diabetesrisiko assoziiert sind (Gillespie, Gale et al.
2002; Redondo and Eisenbarth 2002; Walter, Albert et al. 2003).
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Je nach Nationalitat sind etwa 15-35% der Patienten mit TIDM HLA-DR3-DQ2/DR4-DQ8
heterozygot (verglichen mit etwa 1-3% in der Allgemeinbevélkerung) und bei etwa der Halfte
der Kinder, die T1DM bereits vor dem 5. Lebensjahr entwickeln, liegt dieser
Hochrisikogenotyp vor (Achenbach et al., 2008a; Gillespie, Gale et al. 2002). Im Gegensatz
dazu weisen etwa 20% der Bevolkerung, jedoch nur weniger als 1% der Kinder mit Typ 1
Diabetes den protektiven HLA-DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602- Haplotyp auf
(Achenbach et al., 2008a).

Ein zweiter diabetesassoziierter Genort (IDDM2) wurde auf dem Chromosom 11p15 in der
Promoterregion des Insulingens (INS VNTR) beschrieben (Bennett, Lucassen et al. 1995).
Im Vergleich zum HLA-Genotyp hat der INS VNTR (variable number of tandem repeats)
Polymorphismus einen geringeren Einfluss auf die T1DM Entstehung (Gianani and
Eisenbarth 2005; Gillespie 2006). Bisherige Studien zeigen, dass Patienten oder Verwandte
von Typ 1 Diabetikern mit den protektiven INS VNTR Klasse I/lll oder llI/lIl Genotypen
relative Protektion fur das Auftreten von IAA aufweisen. Dagegen ist mit dem INS VNTR
Klasse I/l Genotyp ein gehauftes Auftreten der Autoantikérper gegen Insulin assoziiert
(Graham, Hagopian et al. 2002; Walter, Albert et al. 2003). Das erhodhte Risiko des INS
VNTR Genotyps kann durch eine verminderte Expression von (Pro-) Insulin im Thymus und
eine dadurch bedingte Stdrung der Ausprégung einer zentralen Immuntoleranz gegeniber
dem Insulinmolekul erklart werden (Vafiadis, Bennett et al. 1997).

Weitere Gene die eine Assoziation mit T1DM zeigen sind unter anderem CTLA-4
(zytotoxisches T-Lymphozytenantigen), PTPN22 (Protein-Tyrosinphosphatase N22), IFIH1
(Interferon induzierte Helikase 1) und IL2RA (Interleukin-2 Rezeptor alpha) (Todd, Walker et
al. 2007). Polymorphismen in diesen und anderen Genen pragen den individuellen Phénotyp

der Inselautoimmunitat und kennzeichnen den T1DM als eine polygene Erkrankung.

Da, wie bereits oben erwahnt, nur etwa 10% der Neumanifestationen eine familidre
Vorbelastung aufweisen, wiirde ein generelles Screening der HLA Klasse II- und INS VNTR-
Genotypen in der Allgemeinbevélkerung nur einen kleinen Teil der spater erkrankten Kinder
erfassen und ware zu kostenintensiv. Daher wird ein genetisches Screening heutzutage vor
allem im Rahmen von wissenschaftlichen Studien zur Primérpravention des Auftretens von

Autoantikorpern bei Kleinkindern mit hohem Diabetesrisiko durchgefiihrt.
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Neben genetischen Faktoren spielen hochstwahrscheinlich auch Umwelteinflisse eine Rolle

in der Entstehung des T1DM. Dies wird vor allem dadurch deutlich, dass die Konkordanz fir
T1DM bei eineiigen Zwillingen ,nur® 40-50% betragt (Kyvik, Green et al. 1995; Hyttinen,
Kaprio et al. 2003; Redondo, Jeffrey et al. 2008). Umweltfaktoren die als Ausloser fir
Betazellautoimmunitat vermutet werden beinhalten Nahrungsfaktoren, virale Infektionen,
Impfungen und Andere. Fir die folgenden Viruserkrankungen ist ein Zusammenhang der
Entstehung des Typ 1 Diabetes beschrieben worden: Kongenitale Roteln,
Rotavirusinfektionen und Enterovirusinfektionen (Menser, Forrest et al. 1978; Honeyman,
Coulson et al. 2000; Lonnrot, Korpela et al. 2000). Ernahrungsfaktoren, fir die eine
Assoziation mit TILDM beschrieben wurden, sind: Stilldauer, frihe Exposition gegenuber
Kuhmilch oder glutenhaltiger Nahrung und ein Vitamin D-Mangel (Vaarala, Knip et al. 1999;
Hypponen, Laara et al. 2001; Akerblom, Vaarala et al. 2002; Fuchtenbusch, Ziegler et al.
2004; Sadauskaite-Kuehne, Ludvigsson et al. 2004). Einige Studien zeigen, dass eine frihe
Aufnahme von Getreide oder Gluten bei Sauglingen mit einem HLA-Hochrisikotyp das Risiko
fur Inselautoimmunitat erhéht (Norris, Barriga et al. 2003; Ziegler, Schmid et al. 2003). Bis
heute wurde jedoch kein einzelner exogener Faktor identifiziert, welcher zu einer Induktion
der Betazellzerstérung fihrt, und einige der bisher verfligbaren Daten sind widersprtchlich.
In diesem Zusammenhang hat sich die internationale TEDDY-Studie (The Environmental
Determinants of Diabetes in the Young) zum Ziel gesetzt, bei genetisch pradisponierten
Kindern in den USA, Deutschland, Schweden und Finnland von Geburt an dber einen
Zeitraum von 15 Jahren zu untersuchen, welche Umwelteinflisse mit der Entstehung des

T1DM assoziiert sein kénnen (Group 2008).

Pathologisch-anatomisch liegt dem T1DM eine selektive Zerstorung der Betazellen der
Langerhans-Inseln im Pankreas zugrunde. Dem Ausbruch der Erkrankung geht eine Phase
der pradiabetischen Inselentziindung (Insulitis) voraus. Die Inseln werden dabei mit einer
heterogenen Population aus T-Lymphozyten (CD4+- und CD8+ T-Zellen), B-Lymphozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen infiltriert (Hanninen, Jalkanen et al. 1992; Itoh,
Hanafusa et al. 1993). Erst wenn 80-90% der Betazellen zerstort sind, wird der Typ 1
Diabetes klinisch manifest, da die Glukosehomoostase durch geringe Mengen Insulin
aufrechterhalten werden kann. Von Beginn der B-Zellzerstérung bis zum Ausbruch der
Erkrankung kénnen mehrere Monate oder auch Jahre vergehen (Foulis, Liddle et al. 1986).
Der friheste diagnostische Marker fiir das Bestehen von Inselautoimmunitét ist das Auftreten
von Autoantikbrpern gegen Betazellantigene im peripheren Venen- und Kappilarblut
(Bingley, Christie et al. 1994).
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Gegen Inselantigene gerichtete T-Zellen sind auch von Beginn an in den Autoimmunprozess
involviert, besitzen jedoch gegenwartig keine grol3e diagnostische Bedeutung, da sie im
peripheren Blut nur mit grof3er Schwierigkeit zu detektieren sind (Atkinson, Honeyman et al.
2000).

Metabolische Stdrungen im intravendsen oder oralen Glukosetoleranztest weisen auf ein
bereits fortgeschrittenes Stadium der Betazellzerstérung hin, und sind in der frilhen Phase
des Autoimmunprozesses noch nicht pathologisch verandert. Obwohl nach gegenwartigem
Wissensstand nicht davon auszugehen ist, dass Autoantikdrper direkt an der Zerstérung der
Betazellen beteiligt sind, besitzt die Messung von Autoantikdrpern derzeit den besten
pradiktiven Aussagewert, um ein erhdhtes Diabetesrisiko zu erfassen oder auszuschlieRen
bzw. um die Intensitat der Inselautoimmunitat und das damit verbundene Voranschreiten der

Zerstdrung von Betazellen einzuschatzen.

3.1.1 Typ 1 Diabetes assoziierte Autoantikérper

Inselautoantikorper treten schon im Kindesalter auf und sind bereits Jahre vor der
Manifestation des T1DM nachweisbar (Bingley, Christie et al. 1994; Ziegler, Hummel et al.
1999; Kimpimaki, Kulmala et al. 2002). Die derzeit bedeutendsten Marker fur Diagnostik und
Pradiktion des T1DM sind Autoantikdrper gegen Insulin (IAA) (Palmer, Asplin et al. 1983),
Glutamatdecarboxylase (GAD) (Baekkeskov, Aanstoot et al. 1990), die Protein Tyrosin
Phosphatase (PTP)-homologen Proteine 1A-2 (ICA 512) und IA-23 (Phogrin) (Lan, Lu et al.
1994; Rabin, Pleasic et al. 1994; Lu, Li et al. 1996; Wasmeier and Hutton 1996) sowie gegen
den Zink-Transporter 8 (ZnT8) (Wenzlau, Juhl et al. 2007).

Diese dominanten T1DM Autoantikbrper sind fast alle mit dem Sekretionsapparat der
Betazelle assoziiert, was vermuten lasst, dass Autoimmunitat gegen diese Komponenten der

Betazellen eine hohe pathogenetische Relevanz besitzt.

Die Messung von Autoantikbrpern gegen diese vier Hauptzielantigene ist eine wesentliche
Grundlage zur Einschatzung eines T1DM Risikos bei Kindern (Kulmala, Savola et al. 1998;
Bingley, Bonifacio et al. 2001; LaGasse, Brantley et al. 2002). Die Bestimmung der
zytoplasmatischen Inselzellantikorper (ICA) hat heutzutage nur noch eine geringe
diagnostische Bedeutung, da ihr Nachweis technisch sehr aufwendig und nur schwierig
standardisierbar, und die kombinierte Testung der oben genannten Autoantikérper verfigbar
ist (Achenbach et al., 2008a; Bingley 2010).
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Eine Vielzahl weiterer Zielantigene von Autoantikdrpern und zum Teil auch von autoreaktiven
T-Zellen wurden in verschiedenen Arbeiten mit dem T1DM assoziiert, ihre Relevanz fir die
Erkrankung ist jedoch zum gegenwartigen Zeitpunkt noch ungewiss (Lieberman and
DiLorenzo 2003; Bottini, Musumeci et al. 2004).

Autoantikdrper gegen Insulin (1AA)

Bereits 1983 wurden Autoantikdrper gegen korpereigenes Insulin im Serum von noch nicht
mit Insulin behandelten, neu diagnostizierten Personen mit TLDM entdeckt (Palmer, Asplin et
al. 1983). Insulin ist ein Betazell-spezifisches Antigen. Die von Insulinantikdrpern erkannten
Epitope werden auf der A-Kette (Aminosaure 8-13) und auf der B-Kette (Aminosaure 1-3)
des Moleklls vermutet (Castano, Ziegler et al. 1993). Vor allem in der Diagnostik und
Pradiktion des T1DM bei Kindern spielen IAA eine wichtige Rolle. Bisherige Auswertungen
konnten zeigen, dass besonders bei Kleinkindern die initiale Autoimmunreaktion haufig
gegen Insulin gerichtet ist, und dass diese Antikérper somit wichtig fur die Friherkennung
eines T1DM sind. (Vardi, Ziegler et al. 1988; Ziegler, Hummel et al. 1999; Hummel, Bonifacio
et al. 2004).

So betragt die Pravalenz von Insulin-Autoantikdrpern 50-70% bei neu entdeckten, noch nicht
mit Insulin behandelten Typ 1 Diabetikern (Vardi, Ziegler et al. 1988; Vahasalo, Knip et al.
1996), bei Patienten mit einem Manifestationsalter unter 5 Jahren annahernd 100%. 3% der
Allgemeinbevdlkerung weisen IAA auf (Strebelow, Schlosser et al. 1999), sowie 2,5-6,7% der
erstgradig Verwandten von Patienten mit Typ 1 Diabetes (Krischer, Cuthbertson et al. 2003).

Autoantikdrper gegen Glutaminsauredecarboxylase (GADA)

GAD ist ebenfalls eines der wichtigsten Autoantigene des T1DM (Baekkeskov, Aanstoot et
al. 1990; Ludvigsson, Faresjo et al. 2008). Das Enzym katalysiert die Bildung von Gamma-
Amino-Buttersdure (GABA) aus Glutamat, und kommt neben dem Nervensystem auch in
Betazellen des Pankreas vor (Baekkeskov, Aanstoot et al. 1990). GABA ist einer der
wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter im Gehirn; im Pankreas ist seine Rolle bis jetzt
noch nicht eindeutig geklart (Wang, Kerckhofs et al. 2006). Es existieren zwei Isoformen von
GAD (Kaufman, Erlander et al. 1992): GAD 65 mit einem Molekulargewicht von 65 kDa und
einer Lange von 585 Aminosduren und GAD 67 mit einem Molekulargewicht von 67 kDa und

einer LAnge von 593 Aminoséuren, deren Aminosauresequenz zu 70% identisch ist.
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Etwa 70-80% der T1DM Patienten weisen zum Zeitpunkt der klinischen Manifestation GADA
auf, aulBerdem werden sie bei bis zu 90% der Personen in der pradiabetischen Phase
detektiert, und 3% der Allgemeinbevolkerung sowie 6-13% der erstgradig Verwandten von
Typ 1 Diabetikern weisen Antikorper gegen GAD auf (Bonifacio, Genovese et al. 1995;
Hagopian, Sanjeevi et al. 1995; Seissler, Morgenthaler et al. 1996; Bingley, Bonifacio et al.
1997). Charakteristisch fir den T1DM sind Autoantikdrper gegen GAD 65. Dagegen werden
Autoantikorper gegen GAD 67 nur bei einer Minderheit der T1IDM Patienten gefunden
(Hagopian, Michelsen et al. 1993; Seissler, Amann et al. 1993). GADA treten neben dem
T1DM auch bei anderen Autoimmunerkrankungen wie dem Stiffman-Syndrom und dem
Polyendokrinen Syndrom auf (Solimena, Folli et al. 1990; Soderbergh, Myhre et al. 2004).
Bei diesen Erkrankungen werden haufig beide Isoformen (GAD 65 und 67) als Antigene
erkannt (Butler, Solimena et al. 1993; Seissler, Bieg et al. 1994). Desweiteren ist GADA-
Positivitat kennzeichnend fir eine Sonderform des Typ 1 Diabetes, den LADA (latent
autoimmune diabetes in adults), einer Spatmanifestation des autoimmunen DM bei

Erwachsenen (Lohmann, Kellner et al. 2001).

Erste Auswertungen der BABYDIAB Studie zeigen, dass Autoantikorper gegen GAD bei
jungeren Kindern oft zusammen mit oder nach IAA auftreten. Dagegen wurde das alleinige
Auftreten von GADA vor allem bei &lteren Kindern nachgewiesen (Ziegler, Hummel et al.
1999; Hummel, Bonifacio et al. 2004).

Folgende Epitope wurden als primare Ziele der GADA-Reaktivitdt beim T1DM identifiziert:
Die mittlere Region (AS 235-449) und die COOH-terminale Region (AS 450-585) von GAD
65 (Hampe, Hammerle et al. 2000; Ronkainen, Hoppu et al. 2006). In bisherigen
Auswertungen der BABYDIAB Studie wurde die n-terminale Region (AS 1-100) eher zu
einem spateren Zeitpunkt der pradiabetischen Phase als Antigen erkannt (Bonifacio,
Lampasona et al. 2000). Im Vergleich mit anderen Autoantikdrpern des T1DM sind GAD-
Antikorper sehr sensitive, aber weniger spezifische Marker zur Pradiktion des T1DM.

Autoantikdrper gegen IA-2 und 1A-2R (1A-2A)

IA-2 (ICA 512) und IA-23 (Phogrin) gehdren zur Familie der Protein-Tyrosinphosphatasen
(PTP) und weisen beide eine PTPase ahnliche, enzymatisch inaktive Doméane auf. I1A-2 und
IA-23 kommen in den Langerhans Inseln des Pankreas und im zentralen Nervensystem vor
(Lu, Li et al. 1996; Leslie, Atkinson et al. 1999).
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Im Pankreas werden sie als transmembranare Proteine von Insulin-sekretorischen Vesikeln
exprimiert (Lan, Lu et al. 1994; Lan, Wasserfall et al. 1996; Lu, Li et al. 1996; Wasmeier and
Hutton 1996). IA-2 und IA-23 bestehen aus drei Regionen: dem extrazellularen (luminalen)
Bereich (AS 1-576), dem transmembranaren (AS 577-600) und dem intrazellularen
(zytoplasmatischen) (AS 601-979) Bereich, wobei Typ 1 Diabetes assoziierte Autoantikorper
bei beiden Molekulen nur gegen die zytoplasmatische Region gerichtet sind (Lampasona,
Bearzatto et al. 1996). Der zytoplasmatische Bereich beginnt mit einer juxtamembranéren
Region (AS 601-682), an die sich die PTP Region anschliel3t (AS 683-979 fiur 1A-2 und AS
683-1033 fur 1A-213). Die zwei Zielantigene weisen eine 80%ige Sequenzhomologie in ihren
PTP-Doméanen auf. Die Homologie der AS-Sequenz betragt weniger als 50% im
juxtamembranédren Anteil und 10% im extrazellularen Bereich. Etwa 70-80% der neu
manifestierten Patienten weisen |IA-2A auf, IA-2RA kommen nur bei 40% der Personen mit
T1DM vor. 2% der Allgmeinbevélkerung und 2-4% der erstgradig Verwandten von Typ 1
Diabetikern weisen IA-2 Antikorper auf (Seissler, Morgenthaler et al. 1996; Strebelow,
Schlosser et al. 1999; Krischer, Cuthbertson et al. 2003). Autoantikdrper gegen IA-2
erkennen sowohl die juxtamembranare Region (JM) als auch die PTP Region von IA-2 als
Epitope. Autoantikdrper die IA-23 erkennen, sind meist gegen gemeinsame Domanen der
PTP Region von IA-2 und IA-23 gerichtet (kreuzreaktive Antikdrper). Nur selten findet man
IA-213 spezifische Autoantikdrper, und diese sind immer nur gegen die PTP Region gerichtet.
Autoantikdrper gegen die JM Region von 1A-23 wurden bisher nicht nachgewiesen
(Bonifacio, Lampasona et al. 1998). IA-2 Autoantikdrper sind spezifischer fur T1DM als
GADA, da sie nicht so haufig bei anderen Autoimmunerkrankungen gefunden werden
(Morgenthaler, Seissler et al. 1997). IA-2A treten im Vergleich zu IAA und GADA meist zu
einem spéteren Zeitpunkt in der pradiabetischen Phase auf (Hawa, Rowe et al. 1997).
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Abbildung 1  Schematische Darstellung der Epitop-Spezifitdten innerhalb der Moleklle GAD 65/67
IA-2/IA-2(3 (Modifiziert nach Warncke K., 2004)

Autoantikdrper gegen den Zink-Transporter 8 (ZnT8A)

Ein weiteres erst kirzlich entdecktes Zielantigen flr Autoantikbrper bei Typ 1 Diabetikern ist
der Kationentransporter ZnT8 (Wenzlau, Juhl et al. 2007). Autoantikdrper gegen ZnT8
(ZnT8A) sind bei etwa 70% der Patienten zum Zeitpunkt der klinischen Manifestation im
Serum nachweisbar. Sie stellen, in Ergdnzung zu IAA, GADA und IA-2A, einen neuen
Marker zur Differentialdiagnose und Klassifizierung des T1DM dar (Wenzlau, Juhl et al.
2007). Wie 1A-2A und 1A-2BA richten sich ZnT8A gegen die cytoplasmatische COOH-

terminale Region eines Transmembranproteins der insulinsekretorischen Vesikel.

Das fur ZnT8 kodierende Gen SLC30A8 weist einen Polymorphismus auf, dessen
verschiedene Varianten fur Arginin, Tryptophan oder Glutamin an Aminosaureposition (aa)
325 kodieren, und dadurch ein wichtiges Epitop fur ZnT8A modifizieren (Wenzlau, Liu et al.
2008). Etwa zwei Drittel der ZnT8A-positiven Patienten mit neu manifestiertem T1DM weisen
Autoantikérer gegen die beiden Hauptvarianten des ZnT8-Molekills auf, aa325-Arginin
(R325) und aa325-Tryptophan (W325). Ein kombiniertes Antikorperscreening gegen diese

beiden Varianten ist erforderlich, um ZnT8A positive Personen zu identifizieren.
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3.2 Pradiktion des T1DM anhand von Autoantikdrpern

(Bisherige Studienergebnisse und heutiger Stand der Forschung)

Zur Einschatzung des Typ 1 Diabetes Risikos ist vor allem der Nachweis von
Autoantikdrpern gegen Betazellantigene von grof3er Bedeutung. Bei bestétigt Autoantikorper-
positiven Personen kdnnen anhand einer genauen Charakterisierung der Autoantikdrper-
Antwort Autoantikorperprofile identifiziert werden, die das 5-Jahres-Diabetesrisiko von
weniger als 10% bis Uber 90% stratifizieren (Achenbach, Warncke et al. 2004).

Dabei werden unter anderem folgende Charakteristika unterschieden: Alter beim Auftreten
von Inselautoimmunitat, Anzahl der Autoantikdrper, Antigenspezifitdt, Epitopspezifitat,
Antikorperaffinitat und Antikorpertiter.

Dies ist vor allem fur die Auswahl von Teilnehmern an Praventionsstudien hinsichtlich des

Nutzen-Risiko-Verhéltnisses der jeweiligen Interventionsform von Bedeutung.

Alter beim Auftreten von Inselautoimmunitét

Das Alter beim erstmaligen Auftreten von AutoantikOrpern erlaubt eine entscheidende
Aussage Uber das Diabetesrisiko sowie die Dauer bis zur TIDM-Manifestation. Da das Alter
bei Serokonversion und die damit verbundenen Charakteristika eine zentrale Rolle in der
vorliegenden Arbeit spielen, soll hier ein Uberblick tiber den bisherigen Stand der Forschung
gegeben werden.

Bisher gibt es einige Arbeiten, die sich mit Autoantikbrpercharakteristika bei Kleinkindern
befasst haben (Rewers, Norris et al. 1996; Ziegler, Hummel et al. 1999; Kimpimaki, Kupila et
al. 2001). Zu Autoimmunitatsmustern bei alteren Kindern sind jedoch bisher nur sehr wenige
Daten vorhanden. Die finnische Gruppe um Knip sowie eine belgische Studie mit
Verwandten von Typ 1 Diabetikern konnten zeigen, dass Inselautoimmunitat in jedem Alter
auftreten kann. Diese Arbeiten zeigten jedoch auch, dass bei Antikérper-positiven
Kleinkindern die Progressionsrate zum Diabetes hdher ist als bei alteren Verwandten, und
dass transiente Autoantikérper zwar in allen Altersgruppen vorkommen, jedoch bei alteren
Kindern haufiger beobachtet werden kénnen (Savola, Laara et al. 2001; Vermeulen, Weets
et al. 2012).

Die 1989 am Institut fur Diabetesforschung in Minchen initierte BABYDIAB Studie
beobachtet Kinder von Personen mit Typ 1 Diabetes prospektiv von Geburt an hinsichtlich

der Entwicklung von Inselautoimmunitat und T1DM (Hummel, Bonifacio et al. 2004).
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Im Rahmen dieser Studie wurden, wie bereits weiter oben beschrieben, zwei
»Inselautoimmunitats-Wellen® beobachtet - eine frihkindliche sowie eine préd/-pubertare.
Auch hier konnte bestatigt werden, dass das Risiko fir eine Progression der
Inselautoimmunitat umso hoher ist, je friher im Leben der erste Autoantikbrper
nachgewiesen wird. Bei Kleinkindern zeigen erste Auswertungen, dass die initiale
Immunantwort sehr haufig gegen Insulin gerichtet ist, und sich schnell auf weitere
Inselantigene ausdehnt (Ziegler, Hummel et al. 1999). Es wurde weiterhin beobachtet, dass
viele dieser Kinder frihzeitig multiple Autoantikdrper entwickeln und meist noch vor der
Pubertat an T1DM erkranken (Hummel, Bonifacio et al. 2004).

AulRerdem zeigen bisherige Daten, dass diese schnell-progressive ,frihe® Verlaufsform mit
einem erhdhten Vorkommen von Diabetesrisikogenen (HLA DR3-DQ2 und /oder DR4-DQ8)
assoziiert ist (Walter, Albert et al. 2003). Protektive HLA und INS VNTR 1ll/lll- Genotypen
liegen dagegen nur selten vor (Walter, Albert et al. 2003). Weiterhin konnte beobachtet
werden, dass Kinder mit Hochrisiko-Genotypen innerhalb der ersten beiden Lebensjahre
oftmals hoch affine IAA entwickeln (Achenbach, Koczwara et al. 2004).

Auswertungen derselben Studie zeigen, dass Kinder die erst spater im Leben
Autoantikdrper-positiv. werden, haufig zuerst GAD-Autoantikdrper aufweisen, und seltener
eine schnelle Entwicklung zu multiplen Autoantikbrpern und zum T1DM durchmachen
(Hummel, Bonifacio et al. 2004). Walter et al. beobachteten aul3erdem, dass bei alteren
Kindern héaufiger protektive HLA und INS VNTR-Genotypen und seltener Hochrisiko-
Genotypen vorliegen (Walter, Albert et al. 2003).

Autoantikdrper-Anzahl

Die Anzahl der positiven Inselautoantikorper korreliert mit dem Diabetesrisiko (Kulmala,
Savola et al. 1998; Krischer, Cuthbertson et al. 2003; Hummel, Bonifacio et al. 2004). Das
10-Jahres T1DM Risiko bei Verwandten von Typ 1 Diabetikern, die nur einen Autoantikorper
aufweisen, liegt bei unter 20%. Dagegen entwickelt etwa die Halfte aller Verwandten von Typ
1 Diabetikern mit drei positiven Autoantikdrpern innerhalb von 5 Jahren Diabetes
(Achenbach, Warncke et al. 2004). Das Risiko fir einen T1DM erhoht sich dabei zusatzlich,
wenn Kinder bereits vor dem ersten bzw. zweiten Lebensjahr multiple Inselautoantikorper
entwickeln (Hummel, Bonifacio et al. 2004). Auch Personen ohne familidre Belastung haben
beim Vorhandensein mehrerer Autoantikdrper ein hohes T1DM Risiko (Strebelow, Schlosser
et al. 1999; Schlosser, Strebelow et al. 2002). Somit markiert die Entwicklung multipler
Inselautoantikérper einen bedeutenden Schritt in der Pathogenese des T1DM, der Aussagen

Uber die Progredienz der Krankheitsentwicklung zulésst.
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Im Rahmen der BABYDIAB Studie konnten bisher zwei unterschiedliche Formen von
Inselautoimmunitdt beobachtet werden. Es gab Kinder, die zunachst nur einen
Autoantikorper aufwiesen und im Verlauf eine Ausweitung auf weitere Zielantigene
durchmachten. Andere Kinder wiederum wies bereits in der ersten Probe multiple
Autoantikorper auf, was entweder fur ein sehr rasches und nicht erfasstes Spreading oder fir
die gleichzeitige Entwicklung von Antikorpern spricht.

Antigenspezifitat

Auch das Zielantigen der Autoantikérperantwort beeinflusst das T1DM Risiko. So ist das
Risiko einen Typ 1 Diabetes zu entwickeln bei Verwandten, die GADA oder IAA aufweisen
geringer, als bei Verwandten die IA-2A aufweisen (Christie, Genovese et al. 1994;
Decochez, De Leeuw et al. 2002; Achenbach, Warncke et al. 2004). Unter den IA-2A-
positiven Personen haben wiederum diejenigen mit einer Reaktivitat gegen IA-213 ein deutlich
erhdhtes Risiko (Achenbach, Bonifacio et al. 2008; De Grijse, Asanghanwa et al. 2009).
Auch das Auftreten von ZnT8A ist mit sehr hohem T1DM Risiko assoziiert, und etwa die
Halfte der ZnT8A positiven Kinder erkrankt innerhalb von 5 Jahren nach Auftreten der ZnT8A
an Diabetes (Achenbach, Lampasona et al. 2009; De Grijse, Asanghanwa et al. 2009). Eine
weitere Methode zur Stratifizierung des T1DM Risikos ist die SLC30A8 Genotypisierung bei
ZnT8A-positiven Kindern (Achenbach, Lampasona et al. 2009).

So zeigen Kinder, die ZnT8A entwickeln und einen homozygoten SLC30A8 Genotyp fur das
R325-kodierende C-Allel oder das W325-kodierende T-Allel aufweisen im vergleich zu
ZnT8A positiven Kindern mit heterozygotem CT-Genotyp eine schnellere Progression zur
klinischen Erkrankung. Eine weitere Studie lieferte Hinweise auf einen Zusammenhang
zwischen SLC30A8-Genotyp und dem Zeitpunkt der Manifestation des T1DM, da eine
erhdhte Pravalenz des C-Allels nur bei Kindern gefunden wurde, die bereits innerhalb der
ersten 5 Lebensjahre an T1DM erkrankten (Gohlke, Ferrari et al. 2008).

Epitopspezifitat

Es gibt bis heute nur sehr wenige Studien in denen die Epitop-Spezifitdt von
Inselautoantikérpern hinsichtlich des pradiktiven Wertes fir TLDM untersucht wurde.

Achenbach et al. zeigten 2004, dass eine IAA-Reaktivitat gegen das Proinsulin mit einem
sehr hohen Risiko fur die Progression der Inselautoimmunitat assoziiert ist, wohingegen 1AA
die nicht Proinsulin binden mit einem geringeren Risiko assoziiert sind (Achenbach,

Koczwara et al. 2004).
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Eine &ahnliche Assoziation zwischen Epitopreaktivitdit und T1DM-Risiko konnte fir GADA
gezeigt werden. In dieser Studie waren GADA, die eine Reaktivitat gegenuber der mittleren
und/oder COOH-terminalen Region des GAD65 Molekiils aufwiesen mit einem hdheren
Risiko fir T1DM assoziiert als NH2-reaktive GADA (Mayr, Schlosser et al. 2007). In einer
weiteren Untersuchung von GAD-Epitopen bei Kindern der BABYDIAB Studie wurde haufig
eine Ausweitung der Antikorper-Reaktivitat von mittleren und c-terminalen Epitopen hin zu n-
terminalen Epitopen beobachtet. Bezliglich der I1A-2A Epitopspezifitaten zeigten erste
Auswertungen, dass IA-2A positive Kinder haufig intramolekulares Spreading aufweisen und
dass Reaktivitat gegen die juxtamembranare Region von IA-2 mit einem signifikant erhdhten
Diabetesrisiko assoziiert ist (Naserke, Ziegler et al. 1998). In derselben Untersuchung
zeigten daltere erstgradige Verwandte dagegen nur selten ein Epitop-Spreading. In einer
weiteren Studie wurde beobachtet, dass Reaktivitat gegen mehr als ein 1A-2 Epitop mit
einem erhohten Risiko verbunden ist (Bonifacio, Lampasona et al. 1998).

Bezlglich der ZnT8A-lisoformen konnte eine Studie von 2009 zeigen, dass eine restringierte
Reaktivitat gegen eine der zwei ZnT8A-Isoformen (R325 oder W325), bei homozygotem
SLC30A8 Genotyp, mit einer schnelleren Diabetes-Progression assoziiert war als eine
heterozygote Autoimmunantwort gegen beide Isoformen (Achenbach, Lampasona et al.
2009).

AutoantikOrperaffinitat

Die Bindungsstarke eines Antigen-Antikbrper-Komplexes besteht aus elektrostatischen und
hydrophobischen Wechselwirkungen. Autoantikorperaffinitat ist ein  Mal3 fur die
Bindungsstarke eines Antikorpers an ein bestimmtes Epitop des Antigens und kann Anhand
der Dissoziationskonstante in-vitro bestimmt werden (Torres and Casadevall 2008).

Auswertungen der BABYDIAB Studie identifizierten die Autoantikorperaffinitat von IAA und
GADA als neue pradiktive Marker zur weiteren Stratifizierung des T1DM Risikos
(Achenbach, Koczwara et al. 2004; Schlosser, Koczwara et al. 2005; Mayr, Schlosser et al.
2007). Das Auftreten von hoch affinen Inselautoantikdrpern war in diesen Arbeiten mit einer
Progression der Inselautoimmunitat zu multiplen AAK und zum T1DM verbunden. Dagegen
waren niedrig affine Autoantikdrper nicht mit einer Ausweitung der Immunreaktion auf
multiple Zielantigene assoziiert. Somit kann Anhand der Autoantikdrper Affinitat zum
Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens der Antikérper eine Voraussage uUber den Verlauf der

Krankheitsentwicklung getroffen werden.
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Autoantikdrpertiter

Eine Assoziation zwischen hohen Inselzell-Autoantikorpertitern und einem erhdhten T1DM-
Risiko wurde bereits 1990 von Bonifacio et al. beschrieben (Bonifacio, Bingley et al. 1990).
Eine Arbeit von 2004 bei Verwandten von Typ 1 Diabetikern zeigte fur hohe IAA- und 1A-2A-
Titer ein erhdhtes T1DM Risiko. So hatten IA-2A positive Verwandte mit hohen Titern ein
signifikant hoheres 10-Jahres T1DM Risiko als Verwandte mit niedrigen Titern (79% vs.
20%) und IAA positive Verwandte mit hohen Titern hatten im Vergleich mit Personen mit
niedrigen IAA Titern auch ein hoheres Risiko innerhalb von 10 Jahren einen T1DM zu
entwickeln (77% vs. 37%). Dagegen zeigten hohe GADA Titer keine Assoziation mit einem
erhdhten T1DM Risiko (Achenbach, Warncke et al. 2004)
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4. Materialien und Methoden

4.1 Untersuchungsgruppen

Fur die vorliegende Arbeit wurden Probanden aus dem Kollektiv der Deutschen BABYDIAB
Studie ausgewahlt. Dies ist die weltweit erste prospektive Kohortenstudie, die von Frau
Professor Ziegler geleitet wird und die Entwicklung von Inselzell-Autoantikdrpern und
Diabetes bei Kindern von Eltern mit Typ 1 Diabetes verfolgt (Ziegler, Hillebrand et al. 1993).
In den Jahren 1989-2000 wurden insgesamt 1650 Neugeborene aus Familien mit
mindestens einem an T1D erkrankten Elternteil rekrutiert. Blutproben werden bei Geburt
(Nabelschnurblut), im Alter von 9 Monaten, sowie 2, 5, 8, 11, 14, 17 und 20 Jahren
gesammelt und auf Inselautoantikdrper (ICA, 1AA, GADA, IA-2A, ZnT8A) untersucht. Bei
Kindern, die Inselautoantikorper entwickelt haben, erfolgt die Untersuchung im halbjéhrlichen
bzw. jahrlichen Intervall. Zusatzlich werden bei diesen Kindern regelmaRig die
Nuchternblutglukosewerte und HbAlc-Werte kontrolliert sowie bei Kindern mit multiplen
Inselautoantikdorpern ab dem Alter von 3 Jahren ein oraler Glukosetoleranztest empfohlen.
Bei jeder Verlaufsuntersuchung werden Angaben zu klinischen, demographischen und
exogenen Faktoren erfragt (z.B. GroRe, Gewicht, Pubertatsentwicklung, Erkrankungen,
Impfungen, Ernahrungsfaktoren). Weiterhin wurden bei allen Kindern Diabetes-assoziierte
genetische Risikomarker bestimmt (alle bekannten T1D und T2D Risikogene). Die Studie

wurde von der Ethikkommission der Bayerischen Landesarztekammer gebilligt (Nr. 95357).

Insgesamt wurden aus dem BABYDIAB Kollektiv 142 bestéatigt Autoantikdrper-positive
Verwandte fir die vorliegende Studie ausgewahlt.

Die Ergebnisse des Autoantikbrperscreenings sowie der genetischen Untersuchungen
standen fur die Analyse der vorliegenden Arbeit zur Verfigung. Als bestétigt Autoantikorper-
positiv galten Reaktivitdit gegen mindestens einen Antikorper (IAA, GADA, IA-2A, oder
ZnT8A) in mindestens zwei aufeinanderfolgenden Serumproben. Die Personen wurden bis
zu deren Diabetes Manifestation oder bis zum letzten Kontakt im September 2009
(Studienendpunkt) nachverfolgt. Die mediane Nachverfolgungszeit von der ersten
Autoantikdrper-positiven Serumprobe betrug 11,7 Jahre (25.-75. Quatrtile 9,2-14,6 Jahre). Bis

zum Studienende hatten insgesamt 44 Verwandte (30,9%) einen Typ 1 Diabetes entwickelt.
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Die 142 bestatigt Autoantikorper-positiven Kinder wurden zur vergleichenden Analyse der
Autoantikorperprofile in zwei Gruppen unterteilt. In die erste Gruppe wurden Personen
eingeteilt, bei denen Autoantikdrper bereits im Kleinkindesalter, vor dem 4. Lebensjahr,
auftraten (frihkindliche = Early Inselautoimmunitét). Hierzu gehdrten 62 Kinder.

Die anderen 80 Kinder, bei denen Autoantikdrper erst mit 4 Jahren oder spater auftraten

(pré/-pubertére = Late Inselautoimmunitat), wurden in die zweite Gruppe eingeteilt.

In Tabelle 1 sind die Charakteristika des untersuchten Kollektivs zusammenfassend

dargestellt.

Tabelle 1 Charakterisierung der untersuchten Kohorte

Early Late

Alter bei 1. pos. Ak <4 Jhr. 2 4 Jhr.

Medianes Alter* bei 1,9 (1,0-2,1) 8,0 (5,1-8,4)

1. pos. Ak
Anzahl der Kinder 62 80
Vater/ Mutter/ beide 22/36/4 24/55/1
mit T1D
Mediane Follow-up- 7,3 (3,0-9,9) 5,4 (3,7-7,8) p=0,1
Zeit* nach 1. Ak
Diabetes entwickelt 36 (58%) 8 (10%) p<0,0001

*in Jahren (25.-75. Quartile)
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4.2 Materialien
4.2.1 Chemikalien, Reagenzien

Bovine serum albumin (BSA)
Lumasafe™

Microscint™ 40

NacCl

Protein-A-Sepharose™ CL-4B
Trizma® Base

Tween® 20

4.2.2 Puffer

TBST

TBST/BSA

4.2.3 Gerate und Gebrauchsgegenstande

AC 88 Delta Range® Feinwaage

Allegra™ X-12R Centrifuge

Centrifuge 5415C

COBRA™ 1l (Gammagzéhler)
Mehrkanalaufsatz (Multiwell Plate Washer)

Mehrkanalspender (Dispenser Manifol)

Sigma-Aldrich
Lumac LSC
Perkin Elmer
Sigma-Aldrich
GE Healthcare
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

20 mmol/l Tris
150 mmol/I NaCl
0,15 % Tween® 20
pH 7,4

20 mmol/l Tris
150 mmol/l NaCl
0,15 % Tween® 20
0,1 % BSA

pH 7,4

Mettler

Beckman Coulter
Eppendorf
Packard
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
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Schuttler, VIBRAX

Top count (Mikrotiterplatten-Szintillationszahler)
TRI-CARB 2900TR (B-Szintillationszahler)
Vortexer, Reax 2000

Vakuumpumpe UNO 004B

4.2.4 Verbrauchsmaterialien, Kit

NAP™.5 Columns (Gelchromatographiesaulen)

TNT SP6 Quick Coupled Reticulocyte Lysate System
Klebefolie, TopSeal®-A: 96 well Microplattes

96-well Mikrotiterplatte, Optiplate

Pony Vial

5 mL Rundbodenréhrchen (tube)

96-deep-well-Platte

IKA®
Packard

Packard
Heidolph

Pfeiffer Balzers

GE Healthcare
Promega
Perkin Elmer
Perkin Elmer
Perkin Elmer
Peske

Beckman Coulter
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4.3 Methoden

4.3.1 Radioimmunoassays

Autoantikdrper gegen IAA, GADA, IA-2A und ZnT8A wurden im Rahmen der BABYDIAB
Studie bei allen Teilnehmern bestimmt. Bei positivem Befund wurden Epitopspezifitaten von
GADA und IA-2A bestimmt.

4.3.1.1 Bestimmung der Autoantikdorper GADA, IA-2A und ZnT8A

Herstellung von [**S]-markiertem Antigen und Radioimmunoassay

GADA, IA-2A, sowie Antikorper gegen die beiden c-terminalen Varianten ZnT8R und ZnT8W
wurden mit Radioimmunoassays unter Verwendung von [*°S]-Methionin-markiertem, in vitro
translatiertem rekombinatem GAD 65, IA-2 und ZnT8 bestimmt (Ziegler, Hummel et al. 1999;
Achenbach, Lampasona et al. 2009). Die Grenzen fur Positivitat wurden anhand der 99.
Perzentile eines Kontrollkollektivs festgelegt.

Die Schwellenwerte betrugen 8,5 units (25 WHO U/ml) fir GADA, 2,5 units (4 WHO U/ml) fir
IA-2A, 16 units/ml fur ZnT8RA und 30 units/ml fur ZnT8WA. Bei Verwendung dieser
Grenzwerte fur Positivitat, zeigten die Assays im dritten DASP Proficiency Workshop (Torn,
Mueller et al. 2008) Sensitivitaten und Spezifitdten von 86% und 93% fir GADA und 72%
und 100% fur 1A-2A, und im DASP Workshop fir ZnT8A 68% und 100% fur ZnT8RA und
52% und 100% fur ZnT8WA (Lampasona, Schlosser et al. 2011).

4.3.1.2 Bestimmung der Autoantikdrper gegen Insulin

Autoantikdrper gegen Insulin (IAA) wurden unter Verwendung von *?°l-markiertem Insulin im
micro-IAA-Assay gemaR der beschriebenen Methodik bestimmt (Williams, Bingley et al.
1997; Naserke, Bonifacio et al. 1999). Die Grenze flir Positivitat wurde wie bei den anderen
Autoantikorpern anhand der 99. Perzentile eines Kontrollkollektivs festgelegt. Der
Schwellenwert fur IAA betrug 1,5 units. Bei Verwendung dieses Grenzwertes fir Positivitat,
zeigten die Assays im DASP Proficiency Workshop von 2005 Sensitivitdten und Spezifitaten
von 57% und 99% fur IAA (Schlosser, Mueller et al. 2010).
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4.3.1.3 Bestimmung der Epitopspezifitdt von GADA

Autoantikbrper  gegen GAD 65-Epitope  wurden mit Protein-A-Sepharose
Radioimmunoassays unter Verwendung von [*S]-Methionin-markiertem rhGAD65/67
chiméren Konstrukten bestimmit.

Folgende chiméare Konstrukte wurden fur die Bestimmung von Autoantikdrpern gegen
Epitope von GAD verwendet (Bonifacio, Lampasona et al. 2000):

GAD 65;.95/GAD 67192593 (n-terminaler Teil von GAD 65, GAD-NH2, AS 1-95),

GAD 671.101/GAD 65735.444/GAD 67 453.503 (Mittlerer Teil von GAD 65, GAD-MID, AS 235-444),
sowie GAD 67145,/ GAD 65445585 (C-terminaler Teil von GAD 65, GAD-COOH, AS 445-585).
Zusatzlich wurden Autoantikorper gegen GAD 67 (AS 1-593) bestimmt

Herstellung des [**S]-markierten Antigens

Zur Messung der Epitopspezifitdten von Autoantikérpern gegen GAD 65 wurde gereinigte
Plasmid DNA der GAD-Konstrukte durch Quantum Prep Spin Column Pré&paration (Bio-Rad,
Hercules, CA) hergestellt, in vitro unter Verwendung des TnT™ SP6 Coupled Retikulozyten
Lysat Systems in Anwesenheit von [**S]-Methionin (Amersham International, Bucks, UK)
transkribiert und translatiert (Bonifacio, Lampasona et al. 2000).

2 ul DNA wurden dem Reaktionsmix zugegeben und der fertige Ansatz fir 90 Minuten bei
30°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion mit 100 pl TBST-Puffer (20mM Tris,
150mM NaCl, 0,15% Tween 20, pH 7,4) gestoppt und Uberschiissiges [**S]-Methionin auf
Gelchromatographiesaulen abgetrennt. Zur Bestimmung der spezifisch gebundenen Aktivitat
wurden 2 pL Antigen in 2 ml LumasafeTM-Szintillationsflissigkeit pipettiert und in einem -
Szintillationszahler gemessen. Das radioaktiv markierte Antigen wurde entweder direkt im

Radioimmunoassay verwendet oder bei -80 °C gelagert.

Radioimmunoassay

Jeweils 2 pl Patientenserum wurden im Doppelansatz in die wells einer 96er deep well Platte
pipettiert. Dazu wurden pro well 25 pl TBST/BSA-Puffer (20mM Tris, 150mM NacCl, 0,15%
Tween 20, 0,1% BSA, pH 7,4)-Antigen-Gemisch (ca. 20.000-25.000 cpm/well des [**S]-
Methionin-markierten Antigens) zugegeben und der Ansatz Uber Nacht auf Eis bei 4°C
inkubiert. Zur Isolierung der Immunkomplexe vom radioaktiven nicht gebundenen Antigen
wurden pro well 1,5 mg vorgequollene Protein-A-Sepharose in 50 pl TBST/BSA-Puffer

hinzugefligt. Der Ansatz wurde dann fur 1 Stunde bei 4°C schuttelnd inkubiert.
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AnschlieRend wurden die Sepharose-Ag-Ak-Komplex zur Entfernung der ungebundenen
Radioaktivitat auf Eis mit kaltem TBST-Puffer finfmal gewaschen.

Bei jedem Waschgang wurden 800 pl TBST-Puffer mit einem Mehrkanalspender zugegeben,
die Platten fur funf Minuten bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand mit einem
Mehrkanalaufsatz bis auf 100 pl abgesaugt. Nach dem letzten Waschgang wurden die
Sepharose-Ag-Ak-Komplexe im verbleibenden TBST-Puffer resuspendiert und in eine 96er
well Mikrotiterplatte Uberfihrt.

Dann erfolgte die Zugabe von 150 pl Microscint TM-Szintillationsflussigkeit pro well.

Die Platten wurden mit Klebefolie verschlossen und mit Alufolie gegen Licht geschutzt.
AbschlieBend wurden die Platten fir 30 Minuten bei Raumtemperatur schittelnd inkubiert
und Uber Nacht stehen gelassen. Am nachsten Tag wurden die cpm der gebundenen

Radioaktivitéat in einem Szintillationszéahler (Top Count; Packard) gemessen.

Die Ergebnisse wuden als units anhand einer Standardkurve ermittelt, die in jedem
Testansatz mitgemessen wurde. Diese bestand aus einer aufsteigenden Verdinnungsreihe
einer GADA positiven Serumprobe.

Die Grenzwerte flr positive Messwerte wurden als oberer Wert 50 Kontrollseren festgelegt.
Die Grenze fir Positivitat lag fir GADA-COOH bei 8 U, fir GADA-MID bei 15 U und fur
GADA-NH2 bei 10 U.

4.3.1.4 Bestimmung der Epitopspezifitat von 1A-2A

Folgende IA-2/1A-23 Konstrukte wurden fur die Bestimmung von Autoantikdrpern gegen
Epitope von 1A-2 verwendet (Bonifacio, Lampasona et al. 1998): |A-2¢05.970 (IA-2iC) zur
Bestimmung von [A-2 Autoantikdrpern, 1A-2¢05652 (IA-2-JM), zur Identifikation von
Autoantikorpern die mit der juxtamembrandren Region von IA-2 reagieren, 1A-2657.979 (IA-2-
PTP) zur Bestimmung von Autoantikorpern gegen die PTP-Region von I1A-2, und 1A-203741 1033
zur Bestimmung von Autoantikérpern gegen IA-2R. Diese Konstrukte wurden in den pSP64
polyA (IA-2ic) oder pGEM-T (IA-2-JM, IA2-PTP, IA-2R) Klonierungsvektoren (Promega) unter
Kontrolle des SP6 Promoters analog zu der in 2.1.1.3. beschriebenen Markierungsmethode
hergestellt. Der Assay zur Bestimmung der Epitop-Spezifitdt von Antikérpern gegen IA-2
wurde ebenfalls analog zu den in 2.1.1.3. beschriebenen Radioimmunoassays durchgefiihrt.
Die 99. Perzentile von 80 Kontrollseren wurde fir jedes Konstrukt als Grenzwert fir
Positivitat verwendet. Die Grenze fur Positivitat lag far 1A-2-JM bei 11 U, fur IA-2-PTP und
IA-213 bei jeweils 3 U.
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4.3.2 Bestimmung der IAA-, GADA-, und IA-2A-Affinitaten

Die Affinitaten der Autoantikorper IAA, GADA und IA-2A wurden mit Hilfe eines kompetitiven
Protein-A-basierten Radioimmunoassays unter Verwendung von **I-markiertem rh-Antigen

bestimmt (Achenbach, Koczwara et al. 2004; Mayr, Schlosser et al. 2007).

4.3.3 Bestimmung der Genotypen

HLA- Genotypisierung

Die HLA-DRB1-DQB1 Genotypisierung wurde mit Hilfe einer durch Polymerase-
Kettenreaktion amplifizierten DNA und nicht radioaktiven sequenzspezifischen
Oligonukleotiden durchgefiihrt (Walter, Albert et al. 2003).

SLC30A8- Genotypisierung

Genomische DNA wurde aus heparinisiertem Blut extrahiert und dann einer Genotypisierung
von single-nucleotide polymorphism (SNP) rs 13266634, welche fir die polymorphen
Varianten an Stelle aa325 von ZnT8 arg oder trp kodiert, mittels Tagman assay (assay ID
C _357888_10; Applera ltalia, Monza, Italien), gemaR den Instruktionen des Herstellers mit
Hilfe eines ABI 7000 (ABI, Waltham, MA, USA), unterzogen (Achenbach, Lampasona et al.
2009).

INS VNTR- Genotypisierung

Die INS VNTR- Genotypisierung wurde mit Hilfe von Hphl Aufschluss von durch Polymerase-
Kettenreaktion amplifizierten Produkten der spezifischen Regionen durchgefuhrt (Walter,
Albert et al. 2003).
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4.4 Analyse-Plan

Bei der Analyse der Daten wurde in der vorliegenden Arbeit folgendermal3en vorgegangen:

Zunachst wurden fur beide Gruppen initiale Immunisierungsmuster durch Betrachtung von

Autoantikorper-Anzahl, -spezifitat, und —titer zum Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens von
Inselautoantikdrpern (IAA,GADA,IA-2A und/oder ZnT8A) untersucht und verglichen. Durch
die prospektive Beobachtung der Studienteilnehmer von Geburt an war es maglich, das Alter
bei Serokonversion (Konversion von Autoantikorper-negativ zu —positiv) sowie das/die

initiale(n)  Zielantigen(e) zu bestimmen. Antigenspezifische Immunisierungsmuster

(Autoantikérper gegen Epitope der verschiedenen Zielantigene und Affinitat) wurden in den
zwei Gruppen zum Zeitpunkt des Neuauftretens von Autoantikérpern gegen ein spezifisches
Beta-Zell-Antigen (Insulin, GAD 65, IA-2 oder ZnT8) analysiert, um eine gréRere
Gruppenstarke zu erzielen. Die erste fir das jeweilige Zielantigen Autoantikérper-positive
Verlaufsprobe konnte, aber musste dabei nicht mit der ersten Inselautoantikdrper-positiven
Probe identisch sein. Antikdrper-Merkmale wurden mittels klassischer nicht-parametrischer

Tests statistisch ausgewertet. Kurzfristige Progressionsmuster wurden ausgehend von den

initialen Immunisierungsmustern/Antigen-spezifischen Immunisierungsmustern im Verlauf
von ein bis zwei Jahren analysiert, und zwischen den beiden Gruppen verglichen. Es wurden
gualitative und quantitative Veranderungen der Autoantikdrper-profile im Verlauf betrachtet.
Dabei wurde bei Betrachtung von Ak-Anzahl, -spezifitdt und —titer der Verlauf ein bis zwei
Jahre nach Serokonversion untersucht. Fiir Epitope und Affinitat wurde die Progression ein
bis zwei Jahre nach dem erstmaligen Auftreten des jeweiligen Autoantikérpers beobachtet.
Anhand der Veranderungen wurden Immunisierungsmuster identifiziert, die mit
persistent/progressiven,  oder  persistent/nicht-progressiven  Autoantikérperverlaufen
assoziiert sind. Die Untersuchung einer Assoziation zwischen T1DM- relevanten Genotypen
und dem Progress zu multiplen Autoantikdrpern bzw. bei dem Vergleich der beiden
untersuchten Gruppen (Early und Late) in Bezug auf Progression zu multiplen AAK und

schlie3lich zum T1DM erfolgte unter Betrachtung des gesamten Nachverfolgungszeitraumes.
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4.5 Statistik

Mittels Fishers—Exakt Test oder Chi-Quadrat Test wurden Pravalenzen zwischen zwei
Gruppen verglichen. Der Mann-Whitney-U Test wurde verwendet, um kontinuierliche
Variablen zwischen zwei Gruppen zu vergleichen. Zum Vergleich kontinuierlicher Variablen
zwischen mehr als zwei Gruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test angewandt, und ein
Vergleich von Autoantikdrpern im Verlauf erfolgte mittels Wilcoxon-signed-rank Test.

Das kumulative Risiko fir die Entwicklung multipler Autoantikbrper oder eines T1DM wurde
mit Lifetable Analysen berechnet. Bei der Berechnung des kumulativen Risikos fir multiple
Autoantikorper, begann die Follow-up-Zeit mit dem Datum des ersten detektierten positiven
Autoantikorpers und endete mit dem Tag der Manifestation multipler Autoantikbrper bzw. mit
dem Datum der letzten gemessenen Serumprobe. Zur Analyse des kumulativen Risikos fir
T1DM begann die Follow-up-Zeit mit dem Datum des ersten detektierten Autoantikdrpers
und endete mit dem Tag der Diabetesmanifestation, oder mit dem Tag des letzten Kontakts
(01. September 2009). Mit dem Wilcoxon- (Gehan-) Test wurden Unterschiede im
kumulativen Risiko multiple Antikdrper bzw. T1DM zu entwickeln berechnet. Bei allen
Analysen galt ein P-Wert von < 0,05 als signifikant. Die statistischen Auswertungen wurden
mit dem Softwarepaket ,graph pad prism 3.03“ und mit dem ,Statistical Package for Social
Sciences* (SPSS 18.0) durchgeflihrt.
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5. Ergebnisse

5.1 Initiale Immunisierungsmuster in Abhangigkeit vom Alter bei Serokonversion

Autoantikorper-Anzahl, -Pravalenz und Titer von IAA, GADA, 1A-2A und ZnT8A wurden bei
62 Kindern der Early Gruppe und 80 Kindern der Late Gruppe analysiert.

5.1.1 Autoantikdrperanzahl und -Pravalenz

Beim erstmaligen Auftreten von Insel-Autoimmunitét (= bei Serokonversion) hatten 35 Kinder
(56,5%) der Early Gruppe und 63 Kinder (78,8%) der Late Gruppe nur einen Autoantikérper.
Multiple (=2) Autoantikorper kamen innerhalb der Early Gruppe mit 27 Personen (43,5%)
signifikant haufiger vor als innerhalb der Late Gruppe (17 Personen (21,2%)) (p=0,004).

Bei beiden Gruppen waren IAA und GADA in der ersten Autoantikdrper-positiven Probe die
am haufigsten vorkommenden Autoantikorper. IAA hatte vor allem bei Kindern der Early
Gruppe die héchste Pravalenz. Innerhalb der Late Gruppe war die Immunantwort meistens
gegen GAD gerichtet (Tab. 2). Autoantikérper gegen IA2 und ZnT8 kamen in beiden
Gruppen seltener vor, und wurden fast ausschlielich bei Personen mit multiplen

Autoantikérpern beobachtet (Tab. 2) .

Die Pravalenzen der einzelnen Autoantiktrper bei Serokonversion innerhalb der Early und
der Late Gruppe sind zusammenfassend in Tabelle 2 dargestellt. Es wird auch der
Autoantikodrper-Status (singular-Ak positiv/ multiple Ak) bericksichtigt.
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Tabelle 2

Insel-Autoimmunitat) innerhalb der Early und Late Gruppe

Pravalenzen der Autoantikdrper bei Serokonversion ( = erstmaliges Auftreten von

Gesamt Singulér Ak pos. Multiple Ak
Early Late EgiHYular AKG568. Early Late
(n=62) (n=80) (n = 35) (n =63) (n=27) (n=17)
IAA 54 39 P<0,0001 28 28 26 11 p=0,009
(87,1%) (48,8%) (80%) (44,4%) (96,3%)  (64,7%)
GADA 30 47 p=0,2 5 33 25 14 p=0,4
(48,4%) (58,8%) (14,3%)  (52,4%) (92,6%)  (82,4%)
IA-2A 10 7 p=0,2 0 2 10 5 p=0,7
(16,1%)  (8,8%) (3,2%) (37%) (29,4%)
ZnT8A 14 13 p=0,3 2 0 12 13 p=0,06
(22,6%) (16,3%) (5,7%) (44,4%)  (76,5%)

5.1.2 Autoantikdrper-Titer

Zur Veranschaulichung der Intensitat der Autoantikérper-Antwort wurden in beiden Gruppen

die Titer von IAA, GADA, IA-2A und ZnT8A beim erstmaligen Auftreten von Insel-

Autoimmunitat miteinander verglichen.

Kinder der Early Gruppe (Median der Titer:

9,4 units;

IQR 4,4-17,5) zeigten bei

Serokonversion signifikant hohere IAA-Titer als Kinder der Late Gruppe (Median der Titer:
4,3 units; IQR 2,9-11,5) (p=0,02) (Abb.2).

Die Titer von GADA, IA-2A und ZnT8A unterschieden sich in den beiden Gruppen nicht
signifikant (p=0,09 fur GADA; p=0,4 fir IA-2A; p=0,1 fur ZnT8A-Arginin und p=1,0 flir ZnT8A-

Tryptophan).



Ergebnisse 31

0=0.02 p=009
5129 1024 7 -
2067 . o 5124 &
1284 e 1 o
B4 ;B s 2 29k o
— o ]
L_., 132_ nzngo D-:h E 128 G'Sgg'c' o
= e Do o0 o Ty 47 & 2
E—‘ =R ﬂd:ch e -:\Bga-:tct =T —«:-323— -:-2-:-
ongggﬂ 020 (] 32 ggc,q:- 00o%y,
< H o Yoo Yoot <L 0a Do
=L 24 o ?opa0e0? O 18] an sofifeiBh
1 L=l o B go aogoo
EARLY LATE EARLY LATE

Abbildung 2 IAA- und GADA-Titer bei Serokonversion ( = erstmaliges Auftreten von

Insel-Autoimmunitat) innerhalb der Early und Late Gruppe

5.2 Antigen-spezifisches Immunisierungsmuster in Abhangigkeit vom Alter

5.2.1 Epitop-Spezifitaten beim erstmaligen Auftreten von GADA, IA-2A und ZnT8A

Epitope von GAD 65

Autoantikdrper gegen drei Epitop-Regionen von GAD 65 (NH,, MID, COOH) wurden in
beiden Gruppen zum Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens von GADA bestimmt. Hierbei
wurde der gesamte Beobachtungszeitraum bericksichtigt. Im gesamten
Beobachtungszeitraum entwickelten insgesamt 48 der Early Gruppe Ak gegen GAD. Von
diesen 48 Kindern standen 35 Serumproben zur Epitopmessung zur Verfigung, und von den
insgesamt 53 GADA positiven Kindern der Late Gruppe waren 45 Serumproben verflgbar.
Das mediane Alter beim erstmaligen Auftreten von GADA betrug 2,1 Jahre bei Kindern der

Early Gruppe und 8,0 Jahre bei Kindern der Late Gruppe.

In beiden Gruppen erkannten GAD-spezifische Autoantikérper in der Mehrheit der Félle die
mittlere (GAD-MID) und die c-terminale Region (GAD-COOH) des Molekuls. Dagegen wurde
die n-terminale Region (GAD-NH,) seltener erkannt (Abb. 3). 13 Personen (37,1%) der Early
Gruppe zeigten keine Reaktivitat gegen die verwendeten Konstrukte trotz GADA-Positivitat;
innerhalb der Late Gruppe waren es 14 Personen (31,1%), die keine Autoantikérper gegen

die verwendeten Konstrukte aufwiesen.
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Es gab zwischen der Early und der Late Gruppe keine signifikanten Unterschiede beziglich

der Pravalenzen von Antikdrpern gegen Epitope von GAD 65 (Abb. 3).

17,1% 17,8% 37,1% 48,9%
= 128, = = 256_ o:z 200
c 64 o0 c 128 028 oo
= | ) b= | J
= 32 R % — 647 w0y, 582500
16 . 8o o o 321 ___. S 9% e
= 8 : % oggo = 8 00200 oogogg
AT -
= =}
o) | oo oo [m) 21 @ <
) 05 % " < o5 o
0.251 o 0.25
0.125 0.1254
NH2 Early NH2 Late MID Early MID Late
42 9% 31,1%
ok T
= B o
£ 128 %, "o
S 641 . o
32 o o8
5 181 Some 008
8+ --mm- - S SR
0 4 o Zoooﬂ
i - -
n @ Zooo
O 05+ @
< 0.254 g [eT+]
O 0.125+

COOH Early COOH Late

Abbildung 3 Titer der drei GAD-Epitope (NH,, MID und COOH) in der Early und Late Gruppe in der
jeweils ersten GADA-positiven Serumprobe (im gesamten Beobachtungszeitraum); die
gestrichelte Linie markiert den jeweiligen Cut-off (NH,: 10 U; MID: 15 U; COOH: 8 U);
Prozentzahlen tber den Punktwolken geben die Pravalenzen der Epitop-spezifischen
Ak wieder; die Titer der Epitop-spezifischen Ak unterschieden sich zwischen den

beiden Gruppen nicht signifikant

Folgende Epitop-Verteilungsmuster kamen in beiden Gruppen haufig vor (Abb. 4): Reaktivitat
gegen GAD-COOH und GAD-MID sowie restringierte Reaktivitdt gegen GAD-MID waren die

haufigsten Epitop-Kombinationen.

Restringierte Reaktivitdt gegentiber GAD-NH, kam in beiden Gruppen seltener vor, innerhalb
der Late Gruppe jedoch haufiger als innerhalb der Early Gruppe (p=0,07). Restringierte
GAD-NH, Reaktivitat war ausschlie3lich mit singularer GADA-Reaktivitat assoziiert. Unter
den im gesamten Beobachtungszeitraum getesteten 80 GADA-positiven Serumproben
beider Gruppen gab es 33 singular GADA positive Kinder; davon zeigten 8 Kinder (24,2%)
restringierte Reaktivitat gegeniber GAD-NH.
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Von den insgesamt 47 GADA positiven Personen (Early und Late) mit multiplen
Autoantikbrpern beim erstmaligen Auftreten von GADA, zeigte dagegen keine einzige

Person eine restringierte GAD-NH, Reaktivitat (p=0,0005).

Early Late

Keine Reaktivitat

n=14

#7_ Keine Reaktivitat

n=13

COOH

Abbildung 4 GAD-Epitop-Verteilungsmuster bei Early und Late in der jeweils ersten GADA-

positiven Serumprobe (im gesamten Beobachtungszeitraum)

Reaktivitdt gegen multiple GAD-Epitope trat bei 15 Kindern (42,9%) der Early Gruppe und

bei 12 Kindern (26,7%) der Late Gruppe auf (p = 0,2).
Reaktivitdit gegen mehrere Epitope war in beiden Gruppen signifikant mit einem hoheren

GADA-Titer assoziiert (Early Gruppe: p = 0,003; Late Gruppe: p < 0,0001) (Abb. 5).
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Abbildung 5  Beziehung zwischen der GAD-Epitop-Anzahl und dem GADA Titer bei Early und Late

in der jeweils ersten GADA-positiven Serumprobe

(im gesamten Beobachtungszeitraum)
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Epitope von IA-2

Autoantikorper gegen drei Epitop-Regionen von 1A-2 (JM, PTP, 1A-23) wurden in beiden
Gruppen zum Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens von IA-2A bestimmt. Hierbei wurde der
gesamte Beobachtungszeitraum bertcksichtigt. Im gesamten Beobachtungszeitraum
entwickelten insgesamt 38 Kinder der Early Gruppe IA-2A. 35 Serumproben der insgesamt
38 IA-2A positiven Kinder der Early Gruppe standen zur Epitopmessung zur Verfugung; von
den insgesamt 16 IA-2A positiven Kindern der Late Gruppe waren 15 Serumproben
verfugbar. Das mediane Alter beim erstmaligen Auftreten von IA-2A betrug 2,6 Jahre bei
Kindern der Early Gruppe und 8,3 Jahre bei Kindern der Late Gruppe.

In beiden Gruppen erkannten 1A-2-spezifische Autoantikdrper am haufigsten die PTP-Region
von IA-2 und IA-2R. Reaktivitdt gegen die JM-Region von |A-2 kam seltener vor (Abb. 6).
Funf Kinder (14,3%) der Early Gruppe und 2 Kinder (13,3%) der Late Gruppe zeigten trotz
IA-2A-Positivitdt keine Reaktivitdit gegen die verwendeten Konstrukte. Es gab keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Early und der Late Gruppe bezlglich der

Pravalenzen von Antikdrpern gegen Epitope von IA-2 (Abb. 6).
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Abbildung 6 Titer der drei IA-2-Epitope (PTP JM und IA-2(3) in der Early und Late Gruppe in der
jeweils ersten IA-2A-positiven Serumprobe (im gesamten Beobachtungszeitraum);

die gestrichelte Linie markiert den jeweiligen Cut-off (PTP: 3 U; JM: 11 U; 1A-23: 3 U);
Prozentzahlen tUber den Punktwolken geben die Pravalenzen der Epitop-spezifischen

Ak wieder; die Titer der Epitop-spezifischen Akunterschieden sich zwischen den beiden

Gruppen nicht signifikant

In beiden Gruppen wurden am haufigsten folgende Epitop-Verteilungsmuster beobachtet
(Abb. 7): Reaktivitdt gegen IA-2-PTP und IA-23 war das haufigste Muster. Auch restringierte

IA-2-PTP-Reaktivitat kam oft vor.

Restringierte Reaktivitdt gegen 1A-23, Autoantikdrper gegen IA-23 und IA-2-JM, sowie
gegen IA-2-PTP und IA-2-JM kamen in beiden Gruppen seltener vor (Abb.7).
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Abbildung 7  IA-2-Epitop-Verteilungsmuster bei Early und Late in der jeweils ersten IA-2A-

positiven Serumprobe (im gesamten Beobachtungszeitraum)

Reaktivitdt gegen multiple 1A-2-Epitope trat bei 18 Kindern (51,4%) der Early Gruppe und bei
7 Kindern (46,7%) der Late Gruppe auf (p = 1,0). In der Early Gruppe wiesen alle 35 |A-2A-
positiven Kinder multiple Autoantikérper gegen Inselantigene auf; in der Late Gruppe gab es
2 singular 1A-2A positive Kinder, welche beide Reaktivitat gegen nur ein Epitop von I1A-2
aufwiesen. Reaktivitdit gegen zwei oder drei |1A-2-Konstrukte war in der Late Gruppe
signifikant mit einem hoheren |A-2A-Titer assoziiert als bei Reaktivitdt gegen kein oder
gegen nur ein verwendetes IA-2-Konstrukt (p = 0,001). In der Early Gruppe konnte keine

signifikante Assoziation beobachtet werden (p = 0,08) (Abb. 8).
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Abbildung 8  Beziehung zwischen der 1A-2-Epitop-Anzahl und dem IA-2A Titer bei Early und Late
in der jeweils ersten IA-2A-positiven Serumprobe

(im gesamten Beobachtungszeitraum)
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Epitope von ZnT8

Autoantikdrper gegen die beiden Hauptvarianten des ZnT8-Molekiils aa 325-Arginin (R325)
und aa 325-Tryptophan (W325) wurden in den Seren der insgesamt 39 ZnT8A-COOH
positiven Personen der Early Gruppe und der 25 ZnT8A-COOH positiven Personen der Late
Gruppe bei erstmaligem Auftreten von Reaktivitdt gegen ZnT8 bestimmt. Hierbei wurde der
gesamte Beobachtungszeitraum berticksichtigt.

Beide Gruppen unterschieden sich nicht bezlglich der Pravalenz und Verteilung der
Autoantikérper gegen die ZnT8-Epitope. Sowohl in der Early als auch in der Late Gruppe
zeigte sich am haufigsten Reaktivitat gegen beide Isoformen und gegen ZnT8-Arginin allein.
Restringierte Reaktivitat gegen ZnT8-Tryptophan wurde in beiden Gruppen am seltensten

von den Autoantikdrpern erkannt (Abb. 9).

Early Late
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Abbildung 9  ZnT8-Epitop-Verteilungsmuster bei Early und Late in der jeweils ersten ZnT8A-

positiven Serumprobe (im gesamten Beobachtungszeitraum)

5.2.2 Autoantikdrper-Affinitaten

Autoantikorper-Affinitaten von 1AA, GADA und IA-2A wurden in beiden Gruppen zum
Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens des jeweiligen Autoantikbrpers im gesamten
Beobachtungszeitraum gemessen.

Dabei wurden =10° I/mol als hoch affin und <10°l/mol als niedrig affin definiert.
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Serumproben zur Messung der IAA-Affinitaten waren von 40 der insgesamt (im gesamten
Beobachtungszeitraum) 58 IAA-positiven Kinder der Early Gruppe und von 16 der insgesamt
48 |AA-positiven Kinder der Late Gruppe verfugbar. In der Early Gruppe kamen hohe
Affinitaten signifikant haufiger vor als in der Late Gruppe (p<0,0001) (Abb.10).

Bei 32 der insgesamt 48 GADA-positiven Kindern der Early Gruppe und bei 30 der
insgesamt 53 GADA-positiven Kindern der Late Gruppe wurden GADA-Affinitaten
gemessen. Hier unterschieden sich die Affinitaten nicht signifikant (Abb.10).

IA-2A-Affinitaten wurden bei 27 von insgesamt 38 IA-2A-positiven Personen aus der Early
Gruppe sowie bei 12 der insgesamt 16 IA-2A-positiven Personen der Late Gruppe bestimmt.
Auch hier gab es keine signifikanten Unterschiede bezilglich der I1A-2-Affinitat (Abb. 10).

Singular Autoantiktrper-positive Personen wiesen in der jeweils ersten Ak-positiven Porbe
sowohl niedrig affine, als auch hoch affine AAk auf (EARLY: 27% der singular Ak positiven
Kinder hatten niedrig affine IAA und 67% niedrig affine GADA; LATE: 100% der singular Ak
positiven Kinder hatten niedrig affine IAA und 35% niedrig affine GADA). Dagegen zeigten
Kinder mit multiplen Autoantikérpern fast immer hoch affine-AAk (EARLY: 100% der multipel
Ak positiven Kinder hatten hoch affine IAA, 96% hoch affine GADA, und 74% hoch affine IA-
2A; LATE: 67% der multipel Ak positiven Kinder hatten hoch affine IAA, 100% hoch affine
GADA, und 82% hoch affine IA-2A).
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Abbildung 10 Autoantikorper-Affinitédten der Early und Late Gruppe in der jeweils ersten Ak-

positiven Serumprobe (im gesamten Beobachtungszeitraum)

5.3 Autoantikdrper-Profile im Verlauf

Zur Analyse der schnellen Progression innerhalb eines kurzen Zeitraumes von ein bis zwei
Jahren, standen Serumproben von 56 der 62 Kinder der Early Gruppe, sowie von 75 der
insgesamt 80 Personen der Late Gruppe zur Verfligung.

5.3.1 Autoantikdrperanzahl und -Pravalenz im Verlauf

Bei 33 Personen (58,9%) der Early Gruppe erhéhte sich die Anzahl positiver Autoantikérper
vom Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens von Autoimmunitéat (=Serokonversion) zur zweiten
Probe (nach 1-2 Jahren Verlauf). Innerhalb der Late Gruppe weitete sich die Immunantwort
bei 12 Personen (16%) auf weitere Zielantigene aus (p<0,0001). In der Follow-up-Probe
hatten bereits 41 Kinder (73,2%) der Early Gruppe multiple Antikoérper. In der Late Gruppe
gab es im Verlauf zur zweiten Probe 22 Kinder (29,3%) mit multiplen Antikdrpern (p<0,0001).
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Bei Betrachtung der maximalen Autoantikorper-Anzahl wahrend des gesamten
Nachverfolgungszeitraumes, entwickelten 50 Kinder (80,6%) der Early Gruppe sowie 31
Kinder (38,8%) der Late Gruppe multiple Autoantikérper (p<0,0001).

Insgesamt 12 Personen (19,4%) der Early Gruppe und 49 Kinder (61,2%) der Late Gruppe
zeigten im gesamten Nachverfolgungszeitraum singulare Autoantikorper-Positivitat (Abb.
11). Im Gesamtverlauf verloren 4 Kinder (6,5%) der Early Gruppe und 14 Kinder (17,5%) der
Late Gruppe Autoantikdrper-Reaktivitat (transiente Autoantikorper).

In Abbildung 11 ist der Verlauf der Autoantikdrper-Anzahl in beiden Gruppen vom Zeitpunkt
der Serokonversion (= erstmaliges Auftreten von Insel-Autoimmunitéat) Uber den gesamten

Nachverfolgungszeitraum veranschaulicht.
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Abbildung 11 Progression der Autoantikérper-Anzahl bei Early und Late

beim erstmaligen Auftreten von Autoimmunitét, 1-2 Jahre spater und im Gesamtverlauf

Im Verlauf zur zweiten Serumprobe (1-2 Jahre nach Serokonversion) anderten sich die
Pravalenzen von IAA und GADA in beiden Gruppen nicht wesentlich (vgl. Tab. 2 auf Seite
27) (Early: IAA 87% vs. 91%; GADA: 48% vs. 62%; Late: IAA: 49% vs. 51%; GADA: 59% vs.
63%). Somit waren sie weiterhin die am haufigsten vorkommenden Autoantikdrper.

Dagegen nahmen Autoantikdrper gegen IA-2 und ZnT8 in beiden Gruppen zu.
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Vor allem innerhalb der Early Gruppe erhohte sich die Anzahl von Kindern mit 1A-2A und
ZnT8A signifikant von der ersten zur zweiten Probe (IA-2A: 16,1% vs. 48,2%, p=0,0003;
ZnT8A: 22,6% vs. 55,4%, p=0,0003). Innerhalb der Late Gruppe kam kein Antikdrper in der
Follow-up-Probe signifikant haufiger vor als bei Serokonversion.

Die Pravalenzen der einzelnen AutoantikOrper-Spezifitdten in der Follow-up-Probe innerhalb
der Early und der Late Gruppe sind zusammenfassend in Tabelle 3 dargestellt. Es wird auch
die Autoantikorper-Anzahl bertcksichtigt.

Tabelle 3 Pravalenzen der Autoantikérper in der Follow-up-Serumprobe (1-2 Jahre nach

Serokonversion) innerhalb der Early und Late Gruppe

Gesamt Singular Ak pos. Multiple Ak
Early Late Early Late Early Late

(n=56) (n=75) (n =15) (n =53) (n =41) (n =22)

IAA 51 38 p<0,0001 12 23 p =0,02 39 15 p=0,007
(91,1%) (50,7%) (80%) (43,4%) (95,1%)  (68,2%)

GADA 35 47 p=1,0 3 27 p =0,04 32 20 p=0,3
(62,5%) (62,7%) (20%) (50,9%) (78%) (90,9%)

IA-2A 27 10 p<0,0001 0 2 p=0,1 27 8 p =0,03
(48,2%) (13,3%) (3,8%) (65,9%)  (36,4%)

ZnT8A 31 19 p=0,0006 0 1 p=0,3 31 18 p=0,8
(55,4%) (25,3%) (1,9%) (75,6%) (81,8%)

5.3.2 Autoantikdrper-Titer im Verlauf

IAA-Titer erhdhten sich in der Early Gruppe im Verlauf von 1-2 Jahren nach der jeweils
ersten |AA-positiven Probe signifikant (p = 0,02); in der Late Gruppe gab es keine
signifikante IAA-Titer-Veranderung (p = 0,3). IAA-Titer in der Early Gruppe (Median der Titer:
13,1 units; IQR 6,9-26,7) waren auch in der zweiten Serumprobe signifikant héher als in der
Late Gruppe (Median der Titer: 3,4 units; IQR 1,9-11,3) (p=0,0002) (Abb.12) (vgl. Abb. 2 auf
Seite 35).
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Auch GADA-Titer stiegen innerhalb der Early Gruppe signifikant im Verlauf von der ersten
zur zweiten Serumprobe an (p = 0,009). Es gab keine signifikante Titerveranderung
innerhalb der Late Gruppe (p=0,5). Somit wurden GADA-Titer im Verlauf zur Follow-up-
Probe in der Early Gruppe (Median der Titer: 80 units; IQR 26-170,2) signifikant hoher als
innerhalb der Late Gruppe (Median der Titer: 26,2 units; IQR 16,2-86,2) (p=0,01) (Abb.12)
(vgl. Abb.2 auf Seite 35).

IA-2A und ZnT8A-Titer blieben in beiden Gruppen &hnlich (IA-2A: p=0,6; ZnT8A-Arginin:
p=0,8; ZnT8A-Tryptophan: p=0,3).
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Abbildung 12 IAA- und GADA-Titer in der Follow-up-Probe (1-2 Jahre nach dem jeweils erstmaligen
Auftreten von IAA oder GADA) innerhalb der Early und Late Gruppe

5.4 Antigenspezifisches Muster im Verlauf

5.4.1 Epitop-Spezifitaten von GADA, IA-2A und ZnT8A im Verlauf

Epitope von GAD 65

Von 34 der insgesamt (im gesamten Nachverfolgungszeitraum) 48 GADA positiven Kinder
der Early Gruppe, und von 45 der insgesamt 53 GADA positiven Kinder der Late Gruppe
standen Follow-up-Serumproben (1-2 Jahre nach dem jeweils) erstmaligen Auftreten von

GADA) zur Bestimmung der drei oben genannten GAD-Epitope zur Verfiigung.
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Serumproben fur die Epitopbestimmung zu beiden Zeitpunkten (beim jeweils erstmaligen
Auftreten von GADA sowie ein bis zwei Jahre spater) waren von 24 der 34 Kinder der Early
Gruppe und von 40 der 45 Kinder der Late Gruppe verfugbar. Innerhalb der Early Gruppe
weitete sich bei 10 Kindern (41,7%) die Immunantwort auf zusatzliche GAD-Epitope aus
(intramolekulares Spreading), und in der Late Gruppe bei 8 Kindern (20%) (p = 0,09).
Reaktivitat gegen multiple Epitope nahm dadurch vor allem innerhalb der Early Gruppe zu (1.
Probe: 43%; 2. Probe: 64,7%), und konnte in der Follow-up-Probe dort signifikant haufiger
beobachtet werden als in der Late Gruppe (1. Probe: 27%; 2. Probe:35,6%) (p = 0,01).
Verlust von Reaktivitat gegen GAD-Epitope wurde in beiden Gruppen selten beobachtet.

Pravalenzen der Autoantikorper gegen die drei Epitope von GAD 65 &nderten sich von der
ersten zur Follow-up-Probe wie folgt (Tab.4) (vgl. Abb. 3 auf Seite 36): Kinder beider
Gruppen entwickelten im Verlauf AAk gegen GAD-MID dazu, so dass diese AAK weiterhin
am haufigsten beobachtet wurden (Early: 57% vs. 73%; Late: 49% vs. 56%). Ein bis zwei
Jahre nach dem erstmaligen Auftreten von GADA nahmen vor allem bei Kindern der Early
Gruppe Autoantikérper gegen GAD-COOH zu (1. Probe: 43%; 2. Probe: 68%); dagegen
anderte sich die Pravalenz von AAk gegen GAD-COOH innerhalb der Late Gruppe kaum (1.
Probe: 31%; 2. Probe: 36%). Autoantikdrper gegen GAD-NH, blieben innerhalb der Early
Gruppe sehr konstant (1. Probe: 17%; 2. Probe: 21%). Ein Zuwachs von GAD- NH,
Autoantikdrpern von 18% auf 27% konnte fur Kinder der Late Gruppe beobachtet werden. Im
Verlauf zur Follow-up-Probe zeigten beide Gruppen seltener Autoantikérper-Negativitat
gegen die verwendeten GAD-Konstrukte (Early: 37% vs. 21%,; Late: 31% vs. 27%).

In Tabelle 4 sind die Autoantikdrper-Pravalenzen gegen Epitope von GAD 65 in der Follow-

up-Probe zusammenfassend dargestellt.
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Tabelle 4 Autoantikdrper gegen GAD-spezifische Epitope in der Follow-up-Probe (1-2 Jahre
nach dem jeweils erstmaligen Auftreten von GADA) in der Early und Late Gruppe;
Einige Proben zeigten keine Reaktivitat gegen die verwendeten Konstrukte
trotz GADA-Positivitat

Autoantikdrper gegen Early Late
Epitope von GAD 65 (n=34) (n=45)
COOH 23 (67,6%) 16 (35,6%) p = 0,007
MID 25 (73,5%) 25 (55,6%) p=0,2
NH, 7 (20,6%) 12 (26,7%) p=0,6
neg. fur alle 7 (20,6%) 12 (26,7%) p=0,6

Obwohl Reaktivitat gegen multiple Epitope in der Follow-up-Probe signifikant haufiger in der
Early Gruppe vorkam, zeigten beide Gruppen am haufigsten folgende
Epitopverteilungsmuster (Abb. 13) (vgl. Abb. 4 auf Seite 37): Die Entwicklung zuséatzlicher
GAD-MID- und GAD-COOH-AAKk fuhrte in beiden Gruppen zu einem Anstieg der Reaktivitat
gegen GAD-COOH und GAD-MID und gegen alle drei Epitope (Abb. 13).

Dagegen zeigte sich restringierte Reaktivitat gegen GAD-MID in beiden Gruppen seltener als
in der ersten Probe (Abb. 13).

Restringierte Reaktivitdt gegentiber GAD-NH, blieb in beiden Gruppen konstant, und war
auch in der Follow-up-Probe ein seltenes Muster (Abb.13). Es war weiterhin ausschlief3lich

mit singulérer GADA-Reaktivitat assoziiert.
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Abbildung 13 Verlauf und Pravalenzen der GAD-Epitop-Verteilungsmuster von der jeweils ersten
GADA-positiven Serumprobe zur Follow-up-Probe (1-2 Jahre spater) innerhalb der

Early und Late Gruppe; (Legende rechts oben fir Early und Late)

Wie bereits in der jeweils ersten GADA-positiven Serumprobe, war Reaktivitdit gegen
mehrere GAD-Epitope auch in der Follow-up-Probe in beiden Gruppen signifikant mit einem
hoheren GADA-Titer assoziiert (Early Gruppe: p < 0,0001; Late Gruppe: p < 0,0001).

Epitope von IA-2

Von 26 der insgesamt (im gesamten Nachverfolgungszeitraum) 38 IA-2A positiven Kinder
der Early Gruppe und von 11 der 16 IA-2A positiven Kinder der Late Gruppe standen Follow-
up-Serumproben (1-2 Jahre nach dem jeweils erstmaligen Auftreten von IA-2A) zur

Bestimmung der drei oben genannten IA-2-Epitope zur Verfigung.

Bei 24 Kindern der Early Gruppe und bei 11 Kindern der Late Gruppe waren Proben fur die
Epitopbestimmung zu beiden untersuchten Zeitpunkten (beim jeweils erstmaligen Auftreten
von IA-2A sowie ein bis zwei Jahre spéter) verfligbar.

Intramolekulares Spreading wurde bei 14 Kindern (58,3%) der Early Gruppe sowie bei 5
Kindern (45,5%) der Late Gruppe beobachtet (p = 0,7). Reaktivitat gegen multiple Epitope
konnte somit in der Follow-up-Probe in beiden Gruppen haufiger als in der ersten Probe
beobachtet werden (Early: 51% vs. 77%; Late: 47% vs. 64%). Verlust von Reaktivitdt gegen
IA-2-Epitope kam nur ein einziges Mal vor.
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Folgende Veranderungen bezuglich der Pravalenz von AAk gegen IA-2-Epitope konnten im
Verlauf (1-2 Jahre nach dem jeweils erstmaligen Auftreten von |A-2A) beobachtet werden
(Tab. 5) (vgl. Abb. 6 auf Seite 39): Kinder beider Gruppen entwickelten im Verlauf vor allem
AAk gegen IA-2-PTP (Early: 57% vs. 92%; Late: 67% vs. 72%) und IA-2(3 (Early: 57% vs.
77%; Late: 60% vs. 64%) dazu, so dass diese AAk weiterhin am haufigsten beobachtet
wurden. Autoantikdrper gegen 1A-2-JM kamen weiterhin seltener vor. Im Verlauf zur Follow-
up-Probe zeigten beide Gruppen seltener Autoantikbrper-Negativitat gegen die verwendeten
IA-2-Konstrukte (Early: 14% vs. 0%; Late: 13% vs. 9%).

In Tabelle 5 sind die Autoantikérper-Pravalenzen gegen Epitope von IA-2 in der Follow-up-

Probe zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 5 Autoantikdrper gegen IA-2-spezifische Epitope in der Follow-up-Probe (1-2 Jahre
nach dem jeweils erstmaligen Auftreten von GADA) in der Early und Late Gruppe;
Eine Probe zeigte keine Reaktivitat gegen die verwendeten Konstrukte trotz
IA-2A-Positivitat

Autoantikdrper gegen Early Late
Epitope von IA-2 (n = 26) (n=11)
PTP 24 (92,3%) 8 (72,7%) p=0,1
IA-23 20 (76,9%) 7 (63,6%) p=0,2
JM 13 (50%) 4 (36,7%) p=0,5
neg. fur alle 0 1 (9%) p=0,3

Durch die Entwicklung zuséatzlicher AAk gegen IA-2-Epitope im Verlauf zur zweiten Probe,
war Reaktivitat gegen IA-2-PTP und 1A-23 weiterhin in beiden Gruppen ein sehr haufiges
Epitop-Verteilungsmuster (Abb. 14). Vor allem innerhalb der Early Gruppe konnte ein starker

Anstieg von Reaktivitat gegen alle drei IA-2-Epitope beobachtet werden.
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Auch Kinder der Late Gruppe wiesen diese Konstellation haufiger auf als in der ersten Probe
(Abb. 14) (vgl. Abb. 7 auf Seite 40). Restringierte Reaktivitat gegen ein Epitop wurde in
beiden Gruppen seltener beobachtet als Reaktivitat gegen multiple Epitope (Abb. 14).
Seltene IA-2-Epitop-Verteilungsmuster in der ersten Probe blieben auch in der Follow-up-
Probe selten (vgl. Abb. 7 auf Seite 40).

In der Follow-up-Probe gab es nur noch einziges singular IA-2A positives Kind der Late
Gruppe, welches restringierte Reaktivitat gegen 1A-2-JM aufwies.
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Abbildung 14 Verlauf und Pravalenzen der |1A-2-Epitop-Verteilungsmuster von der jeweils ersten
IA-2A-positiven Serumprobe zur Follow-up-Probe (1-2 Jahre spéter) innerhalb der
Early und Late Gruppe; (Legende rechts oben flr Early und Late)

Reaktivitat gegen mehrere |A-2-Epitope war in der Follow-up-Probe in beiden Gruppen
signifikant mit einem hdheren IA-2A-Titer assoziiert

(Early Gruppe: p = 0,02; Late Gruppe: p = 0,02).

Epitope von ZnT8

Von 26 der insgesamt (im gesamten Nachverfolgungszeitraum) 39 ZnT8A positiven Kinder
der Early Gruppe und von 15 der 25 ZnT8A positiven Kindern der Late Gruppe standen
Follow-up-Serumproben (1-2 Jahre nach dem jeweils erstmaligen Auftreten von ZnT8A) zur

Bestimmung der zwei oben genannten ZnT8-Hauptvarianten zur Verfligung.
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In beiden Gruppen gab es bei jeweils etwa 20% der Proben intramolekulares Spreading.
Verlust von Reaktivitit gegen eine der beiden Hauptvarianten trat innerhalb der zwei
Gruppen jedoch auch bei jeweils ungeféahr 20% der Proben auf (Abb. 15). Somit gab es im
kurzfrisitigen Verlauf keine signifikanten Veradnderungen beziiglich der AAk Pravalenzen
gegen ZnT8 Epitope und auch keine Veranderungen im Epitop-Verteilungsmuster (vgl. Abb.
9 auf Seite 41).

Nur ein Kind der Late Gruppe war singular ZnT8-Autoantikdrper positiv und wies Antikorper
gegen beide Epitope auf. Alle anderen ZnT8A positiven Kinder in beiden Gruppen hatten
multiple Autoantikorper.
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Abbildung 15 Verlauf und Pravalenzen der ZnT8-Epitop-Verteilungsmuster von der jeweils ersten
ZnT8A-positiven Serumprobe zur Follow-up-Probe (1-2 Jahre spater) innerhalb der
Early und Late Gruppe; (Legende rechts oben flir Early und Late);
Arg = ZnT8A-Arginin, Trp = ZnT8A-Tryptophan

5.4.2 Autoantikorper-Affinitaten im Verlauf

Von insgesamt (im gesamten Nachverfolgungszeitraum) 58 IAA-positiven Kindern der Early
Gruppe waren 23 Verlaufsproben (= Serumproben 1-2 Jahre nach dem jeweils erstmaligen
Auftreten von IAA) zur Bestimmung der IAA-Affinitdt vorhanden. Von den insgesamt 48 IAA-
positiven Kindern der Late Gruppe standen 8 Verlaufsproben zur Verfiigung. IAA-Affinitaten
wurden hierbei auch bei jenen Kindern im Verlauf bestimmt, von denen beim erstmaligen
Auftreten von IAA keine Serumprobe zur Affinitatsmessung zur Verfiigung stand. Personen
der Late Gruppe wiesen in der Verlaufs-Probe seltener hoch affine IAA auf als in der ersten
IAA-positiven Serumprobe (25% vs. 13%).
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Innerhalb der Early Gruppe blieben dagegen die Affinitaten konstant. Hoch affine IAA waren
somit in der Follow-up-Probe, wie bereits in der ersten IAA-positiven Probe, in der Early
Gruppe signifikant haufiger als in der Late Gruppe (p = 0,0009) (Abb.16) (vgl. Abb. 10 auf
Seite 43).

Verlaufsproben zur Bestimmung der GADA-Affinitat waren von 16 der insgesamt (im
gesamten Nachverfolgungszeitraum) 48 GADA-positiven Kinder der Early Gruppe und von
18 der 53 GADA-positiven Kinder der Late Gruppe verfigbar.

GADA-Affinitaten wurden hierbei auch bei jenen Kindern im Verlauf bestimmt, von denen
beim erstmaligen Auftreten von GADA keine Serumprobe zur Affinititsmessung zur
Verfligung stand.Innerhalb der Early Gruppe blieb die Pravalenz hoch affiner GADA
konstant. Bei Kindern der Late Gruppe zeigten sich hoch affine GADA mit einer Préavalenz
von etwa 70% etwas seltener als in der ersten GADA-positiven Probe (80%); dennoch
unterschieden sich die GADA-Affinitdten auch in der Follow-up-Probe nicht signifikant
zwischen den beiden Gruppen (p = 0,09) (Abb.16) (vgl. Abb. 10 auf Seite 43).

In der Follow-up-Probe konnten IA-2A-Affinitaten bei 19 der insgesamt 38 |A-2A-positiven
Personen der Early Gruppe sowie bei 9 der 16 IA-2A-positiven Personen der Late Gruppe
bestimmt werden. Auch hier wurden |IA-2A-Affinitaten ebenfalls bei jenen Kindern im Verlauf
bestimmt, von denen beim erstmaligen Auftreten von GADA keine Serumprobe zur
Affinitatsmessung zur Verfigung stand. Vor allem Kinder der Early Gruppe zeigten in der
Follow-up-Probe haufiger hoch affine 1A-2-Autoantikorper als beim erstmaligen Auftreten von
IA-2A (95% vs. 74%). Die Pravalenz hoch affiner 1A-2A blieb innerhalb der Late Gruppe
relativ konstant (83% vs. 78%). Beide Gruppen zeigten weiterhin @hnliche Haufigkeiten
beziglich der IA-2A-Affinitaten (p = 0,2) (Abb. 16) (vgl. Abb. 10 auf Seite 43).

Singulér Autoantikorper-positive Personen wiesen in der Follow-up-Probe h&ufig niedrig
affine AAk auf (EARLY: 60% der singular Ak positiven Kinder hatten niedrig affine 1AA, und
50% niedrig affine GADA; LATE: 100% der singuléar Ak positiven Kinder hatten niedrig affine
IAA, und 60% niedrig affine GADA). Kinder mit multiplen Autoantikérpern zeigten, wie bereits
in der jeweils ersten Ak-positiven Probe fast immer hoch affine-AAk (EARLY: 94% der
multipel Ak positiven Kinder hatten hoch affine IAA, 100% hoch affine GADA, und 94% hoch
affine 1A-2A; LATE: 50% der multipel Ak positiven Kinder hatten hoch affine IAA, 100%
hoch affine GADA, und 88% hoch affine 1A-2A).
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Abbildung 16 Vergleichende Darstellung der Autoantikérper-Affinitaten zwischen der Early und Late
Gruppe in der Follow-up-Probe (1-2 Jahre nach dem erstmaligen Auftreten des
jeweiligen Ak)

5.5 Genotyp und Einfluss auf den Ak-Status
HLA-Klasse-lI-Genotyp

Bei 61 Kindern der Early Gruppe und bei 80 Kindern der Late Gruppe wurde der HLA-
Klasse-Il Genotyp bestimmt. In beiden Gruppen zeigte sich eine signifikante Assoziation
zwischen der Progression zu multiplen Autoantikdrpern und dem Vorhandensein bestimmter
HLA-Klasse-lIl Genotypen. Dagegen kamen protektive HLA-Klasse-ll-Allele in beiden
Gruppen signifikant haufiger bei Kindern vor, die keine Progression zu multiplen
Autoantikdrpern aufwiesen.

Tabelle 7 zeigt die Pravalenzen der verschiedenen Genotypen fur beide Gruppen. Kinder der
Early Gruppe wiesen signifikant haufiger einen Hochrisiko-Genotyp auf als Kinder der Late
Gruppe (p = 0,02). Protektive HLA-Klasse-1l Allele kamen haufger in der Late Gruppe vor,
jedoch nicht signifikant haufiger als in der Early Gruppe (p = 0,07).
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Tabelle 6 Pravalenzen der HLA-Klasse-1I-Genotypen in der Early und
Late Gruppe; protektive Allele: HLA DQB1*0602, HLA DQB1*0603, HLA DQB1*0503,
HLA DQB1*0301, HLA DQB1*0303;moderater Genotyp: HLA DRB1*04/08; DQB1*0302/0402,
HLA DRB1*04/13; DQB1*0302/0604, HLA DRB1*04/16; DQB1*0302/0502,
HLA DRB1*04/01; DQB1*0302/0501; Hochrisiko-Genotyp: HLA DRB1*03/04; DQB1*02/0302,
HLA DRB1*04/04; DQB1*0302/0302; neutral: alle nicht Genannten

HLA-Klasse-l| Early Late
(n =61) (n =80)
protektiv 6 (9,9%) 18 (22,5%) p = 0,07
neutral 11 (18%) 23 (28,8%) p=0,2
moderat 18 (29,5%) 20 (25%) p=0,6
hochrisiko 26 (42,6%) 19 (23,7%) p =0,02

Betrachtete man jedoch in beiden Gruppen nur diejenigen Personen, die multiple Antikorper
entwickelt hatten, zeigte sich in den zwei Gruppen eine ahnliche Verteilung der
verschiedenen Genotypen. Daher wurden beide Gruppen in der Lifetable-Analyse
zusammengefasst betrachtet (Abb. 17): Kinder mit protektiven HLA-Klasse-lI-Allelen hatten
gegenlber allen anderen Genotypen mit 16,9% (Cl 3,6-30,2) ein signifikant geringeres
Risiko innerhalb von 6 Jahren multiple Antikdrper zu entwickeln (p<0,0001 fur moderat und
hochrisiko, p=0,01 fir neutral). Das kumulative Risiko innerhalb von 6 Jahren multiple
Antikérper zu entwickeln betrug bei Personen mit einem Hochrisiko-HLA-Klasse-1I-Genotyp
78,6% (CIl 65,3-91,9) und war gegenlber Personen mit einem neutralen Genotyp, die ein
kumulatives Risiko von 58,9% (Cl 39,3-78,5) aufwiesen erhdht (p = 0,003). Auch Kinder mit
moderatem Genotyp hatten ein hohes kumulatives Risiko von 64,7% (CI 49,2-80,2); das
Risiko war jedoch gegeniuiber Personen mit neutralem Genotyp nicht signifikant erhéht (p =
0,07).
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Abbildung 17 Life Table Analyse: Kumulatives Risiko fur die Entwicklung multipler Autoantikdrper
innerhalb von 6 Jahren bei Kindern, die einen protektiven, einen neutralen, einen
moderaten, oder einen hochrisiko- HLA-DR/DQ-Genotyp aufwiesen; beide Gruppen
(Early+Late) sind in der Analyse zusammengefasst; *p-Wert fur protektiver Genotyp

gegenlber den anderen Genotypen

INS VNTR Genotyp

Bei insgesamt 135 Kindern beider Gruppen (IAA positive und IAA negative Personen)
erfolgte die INS VNTR Genotypisierung.

Es gab keine signifikanten Unterschiede beziglich der INS VNTR Genotyp-Pravalenzen
zwischen der Early und der Late Gruppe (Tabelle 7).
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Tabelle 7 Pravalenzen der INS VNTR-Genotypen in der Early und Late Gruppe

INS VNTR Genotyp Early Late
(n = 58) (n=77)
I/l INS VNTR 38 (65,5%) 53 (68,8%)
p=0,7
I/l und /111 INS 20 (34,5%) 24 (31,2%)
VNTR

In der Life Table Analyse, in der beide Gruppen zusammen betrachtet wurden, hatten Kinder
mit einem I/l INS VNTR Genotyp ein @hnliches kumulatives Risiko innerhalb von 6 Jahren
multiple Antikdrper zu entwickeln wie Kinder mit einem I/lll oder IlI/lll INS VNTR Genotyp
(kumulatives Risiko: 57% (Cl 46,2-67,8) vs. 62,1% (Cl 46,4-77,6); p = 0,5)

Zink Transporter 8 (SLC30A8) Genotyp

Der SLC30A8 SNP rs 13266634 Genotyp wurde sowohl bei ZnT8A positiven als auch bei
ZnT8A negativen Kindern beider Gruppen bestimmt (insgesamt bei 119 Kindern).

Es gab keine signifikanten Unterschiede beziglich der SLC30A8-Genotyp-Pravalenzen
zwischen der Early und der Late Gruppe (Tabelle 8).
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Tabelle 8  Pravalenzen des SLC30A8 (SNP) rs 13266634-Genotyps in der Early und Late Gruppe;
CC = homozygoter Genotyp fir das R325-kodierende C-Allel,
TT = homozygoter Genotyp fur das W325-kodierende C-Allel,
CT = heterozygoter Genotyp

SLC30A8- Early Late
(SNP) rs 13266634 (n =56) (n =63)
Genotyp
CCITT 32 (57,1%) 41 (65,1%)
p=0,5
CT 24 (42,9%) 22 (34,9%)

In der Life Table Analyse, in der beide Gruppen zusammen betrachtet wurden, wiesen
Kinder mit einem homozygoten SLC30A8 Genotyp ein ahnliches kumulatives Risiko auf,
innerhalb von 6 Jahren multiple Antikorper zu entwickeln, wie Kinder mit einem
heterozygoten SLC30A8 Genotyp (kumulatives Risiko: 57,9% (Cl 46,5-69,3) vs. 63,2% (CI
48,3-78,1); p=0,9).

5.6 Progression zu multiplen Antikdérpern und zum T1DM

Von den insgesamt 62 Kindern der Early Gruppe hatten im Gesamtverlauf 50 Personen
(80,6%) multiple Antikdrper entwickelt (Kinder mit multiplen AAk bei Serokonversion und mit
Entwicklung multipler AAk im Verlauf). Von den 80 Kindern der Late Gruppen waren es nur
31 Personen (38,8%) (p<0,0001).

Betrachtete man nur die 35 Kinder der Early Gruppe und die 63 Kindern der Late Gruppe,
die bei Serokonversion nur einen Autoantikdrper aufwiesen, zeigten auch hier Personen der
Early Gruppe ein signifikant hoheres Risiko eine Progression zu multiplen Antikoérpern
durchzumachen als Kinder der Late Gruppe (Abb. 18). So betrug das kumulative Risiko fir
Kinder der Early Gruppe innerhalb von 10 Jahren multiple Antikdrper zu entwickeln 66,2%
(Cl 50,3-82,1) und fur Kinder der Late Gruppe 29,2% (Cl 14,7-43,7) (p<0,0001).
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Abbildung 18 Life Table Analyse: Kumulatives Risiko fiir die Entwicklung multipler Autoantikérper
innerhalb von 10 Jahren bei Kindern der Early Gruppe (rote Kurve) und bei Kindern
der Late Gruppe (schwarze Kurve), die nur einen AAk bei Serokonversion

(= erstmaliges Auftreten von Insel-Autoimmunitat) aufwiesen

Die 23 Kinder der Early Gruppe sowie die 14 Kinder der Late Gruppe, die eine Progression
zu multiplen Antikdrpern durchgemacht hatten, zeigten jedoch keinen Unterschied beziiglich
der Schnelligkeit dieser Progression (p = 0,4) (Abb. 19).
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Abbildung 19 Life Table Analyse: Progression zu multiplen Autoantikérpern
innerhalb von 6 Jahren, bei Kindern der Early Gruppe (rote Kurve) und bei Kindern
der Late Gruppe (schwarze Kurve), die nur einen AAK bei Serokonversion

(= erstmaliges Auftreten von Insel-Autoimmunitét) aufwiesen

Von den 62 Kindern der Early Gruppe entwickelten 36 Personen (58,1%) im Verlauf einen
T1DM. In der Late Gruppe entwickelten 8 von 80 Kindern (10%) einen T1DM (p<0,0001).

35 Kinder der Early Gruppe hatten vor Diabetesmanifestation multiple Antikbrper entwickelt.
Sieben Kinder der Late Gruppe wiesen bei Diabetesmanifestation Reaktivitat gegen multiple
Antikérper auf. In beiden Gruppen gab es jeweils nur ein singular Autoantikérper-positives
Kind mit TLDM. Diese Kinder hatten beide hoch affine GAD-Antikérper auf und waren Trager
des HLA DR3 Allels.

Die 35 Kinder der Early Gruppe und die 7 Kinder der Late Gruppe mit multiplen Antiklorpern,
die eine Progression zum T1DM machten, zeigten keinen Unterschied in Bezug auf die
Schnelligkeit dieser Progression ( p = 0,8) (Abb. 20):
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Abbildung 20 Life Table Analyse: Kumulatives Risiko fur die Entwicklung eines T1DM

in einem Zeitraum von 10 Jahren nach der Entwicklung multipler Ak bei Kindern

der Early Gruppe (rote Kurve) und bei Kindern der Late Gruppe (schwarze Kurve)

Abbildung 21 zeigt zusammenfassend die Autoimmunitdtsmuster in der Early und Late

Gruppe bei Serokonversion und die Entwicklung im Gesamtverlauf fur jedes einzelne Kind.
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Abbildung 21 Autoimmunitatsmuster der Early und LateGruppe im Verlauf;
Die Querzeilen stehen fir den jeweiligen Marker; jede Langsspalte
reprasentiert ein Kind (A und B: 62 Kinder der Early Gruppe, C und D: 80 Kinder
der Late Gruppe); jeweils obere Bildhalfte (A und C): AAk-Profile bei Serokonversion
(= erstmaliges Auftreten von Insel-Autoimmunitét), jeweils untere Bildhalfte (B und D):
Veranderung der Profile fir jedes einzelne Kind im gesamten
Nachverfolgungszeitraum; rot: TIDM und Neuentwicklung eines Merkmals;
braun: Verlust eines Merkmals; orange: multiple Autoantikérper, und héufig
erkannte Epitope (MID,COOH,IA-23,PTP und ZnT8A-Arginin);
singulérer Autoantikrper; rosa: seltener erkannte
Epitope(NH2,IJM,ZnT8A-Tryptophan); dunkelblau: hohe Affinitat; . niedrige
Affinitat; : nicht gemessen; weil3: negativ fir jeweiligen Marker
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6. Diskussion

Der Typ 1 Diabetes mellitus ist eine der haufigsten chronischen Erkrankungen des
Kindesalters, und wird durch eine autoimmune Zerstérung der Betazellen der Langerhans-
Inseln im Pankreas hervorgerufen. Autoantikdrper gegen Insulin, GAD, 1A-2 und ZnT8 stellen
wichtige Marker fir das Ausmall der Betazell-Zerstérung dar. Durch die genaue
Charakterisierung der Autoantikérperantwort und durch Genotypisierung kann das
Erkrankungsrisiko von erstgradigen Verwandten von Personen mit T1DM vorhergesagt
werden. Personen mit einem hohem Risiko kdnnen so identifiziert, und in
Praventionsprogramme eingeschlossen werden. Hummel et al. zeigten unter Anderen
anhand der BABYDIAB Kohorte 2004, dass das Alter beim erstmaligen Auftreten von
Autoimmunitat das Risiko der Progression zum T1DM beeinflusst (Hummel, Bonifacio et al.
2004). Basierend auf diesen Beobachtungen wurde in der vorliegenden Arbeit, im Rahmen
der BABYDIAB Studie, die humorale Autoimmunantwort bei 142 bestatigt Autoantikdrper-
positiven Kindern von Eltern mit TALDM analysiert. Verschiedene Autoantikérper-Merkmale
wurden dabei zum Zeitpunkt der Serokonversion bzw. zum Zeitpunkt des erstmaligen
Auftretens von Antigen-spezifischer Autoimmunitat sowie im kurzfristigen Verlauf von ein bis
zwei Jahren untersucht. Zur Bestimmung altersspezifischer Autoantikérperprofile wurden die
unterschiedlichen Charakteristika zwischen 62 Kindern mit frihkindlicher Inselautoimmunitat
(Kinder, die eine Autoreaktivitdt gegen Inselzellen vor dem 4. Lebensjahr entwickelten;
medianes Alter bei Serokonversion: 1,9 Jahre), und 80 Kindern mit pré-/pubertarer
Inselautoimmunitat (Kinder, bei denen Inselautoimmunitat erst mit 4 Jahren oder spater
auftrat; medianes Alter bei Serokonversion: 8,0 Jahre), verglichen. Folgende humorale
Marker wurden untersucht: Autoantikbrperanzahl, Autoantikérperspezifitat, Epitopspezifitat,
Autoantikdrper-Titer, Autoantikorper-Affinitat sowie HLA-Klasse-lI-, INS VNTR- und
SLC30A8- Genotyp.

Bisher gibt es keine Studie, in der so viele Autoantikorper-Charakteristika in den zwei oben
genannten Altersgruppen untersucht und verglichen wurden. Vor allem eine genaue Analyse
der Autoimmunantwort bei Kindern, die erst in einem spateren Alter Autoantikdrper
entwickeln, blieb bisher aus. Die vergleichende Analyse der Autoimmunitdtsmuster beim
erstmaligen Auftreten von Inselautoimmunitat bzw. beim erstmaligen Auftreten einer Antigen-
spezifischen Autoimmunitat, sowie die Betrachtung der Progression innerhalb eines kurzen
Verlaufs in den beiden untersuchten Gruppen, erlaubt eine bessere Einschatzung, welche
Immunisierungsmuster fir eine schnelle Progression der Autoimmunantwort pradisponieren,

und welche nicht.
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Weitere Starken der vorliegenden Arbeit sind die relativ groRe Anzahl an Autoantikdper-
positiven Verwandten die untersucht wurden, und die dadurch eine Aufteilung in zwei
ungefahr gleich groRe vergleichbare Gruppen erlaubte, sowie die Lange der
Nachverfolgungszeit in beiden Gruppen. Die Beobachtung der Kinder vom Zeitpunkt der
Geburt an, ermdglichte eine ziemlich genaue Festlegung des Zeitpunktes der
Serokonversion zu Insel-AAk Positivitat. Da die BABYDIAB Studie nur Kinder innerhalb
Deutschlands rekrutierte, beziehen sich die Ergebnisse dieser Arbeit nur auf die untersuchte
Population, und kdnnen nicht auf andere geographische Regionen bezogen werden. In der
vorliegenden Studie wurden nur erstgradig Verwandte von Typ 1 Diabetikern untersucht,
weshalb die Ergebnisse dieser Arbeit nicht auf die Allgemeinbevélkerung tUbertragen werden
kénnen. Die Bestimmung und Analyse der Autoantikbrper-Subklasssen konnte in
weiterflihrenden Arbeiten zur weiteren Charakterisierung der Profile beitragen. Weitere
limitierende Faktoren der vorliegenden Arbeit sind, dass Probenmaterial nicht fir jede
Untersuchung vorhanden war, weshalb fir einige Analysen die untersuchte Kohorte kleiner
war, als fir andere Auswertungen, und dass die Messung der verschiedenen Autoantikérper-
Charakteristika nicht gleichzeitig erfolgte, sondern in einem Verlauf tUber Jahre, und so

eventuelle Fehler durch inter-Assay Variabilitat zulasst.

Charakterisierung der Gruppe mit frihkindlcher Inselautoimmunitét

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Kinder, die eine Autoreaktivitdt gegen
Inselzellen vor dem 4. Lebensjahr entwickelten, oftmals Autoantikdrper-Charakteristika
aufwiesen, die mit einem erhéhten T1DM Risiko einhergehen. Au3erdem wiesen sie meist
sehr dynamische Verlaufe innerhalb des kurzen Zeitraumes bis zur Follow-up-Probe auf.
Obwohl die Mehrheit der Kinder zum Zeitpunkt der Serokonversion singuléare Autoantikdrper
aufwies, wurden bereits haufig (bei 44%) multiple Autoantikdrper beobachtet. Das Auftreten
multipler Autoantikorper in der ersten Serumprobe kdnnte entweder flr eine sehr schnelle
Ausweitung der Immunantwort von einem primaren Zielantigen auf weitere Zielantigene,
oder fir eine gleichzeitige Immunisierung gegen mehrere Antigene sprechen (Ziegler,
Hummel et al. 1999). Im Verlauf von etwa ein bis zwei Jahren hatten bereits 73% der
Personen mit frihkindlicher Inselautoimmunitat durch schnelle Progression der
Immunantwort, multiple Autoantikoérper entwickelt. In vorhergehenden Studien war das
Vorkommen multipler Inselautoantikdrper mit einem hoheren Progressionsrisiko zum T1D
verbunden, als das Vorkommen eines einzelnen Autoantikdrpers (Bingley, Christie et al.
1994; Kulmala, Savola et al. 1998; Gardner, Gale et al. 1999; Achenbach, Warncke et al.
2004; Bingley 2010).
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Bei Kindern mit fruhkindlicher Inselautoimmunitéat war die primére Immunantwort fast immer
gegen Insulin gerichtet. GAD-Autoantikdrper wurden ebenfalls haufig beobachtet.

Dagegen traten Autoantikorper gegen IA-2 und ZnT8 seltener bei Serokonversion auf, und
waren fast ausschlie3lich mit dem Vorkommen multipler Autoantikbrper assoziiert.

Die vorliegenden Daten bestatigen die Ergebnisse weiterer Studien, in denen Insulin als
frihes Antigen beschrieben wurde, und in denen beobachtet wurde, dass IAA vor allem bei
jungen Kindern sehr haufig vorkommen (Ziegler, Hummel et al. 1999; Kimpimaki, Kulmala et
al. 2002; Hummel, Bonifacio et al. 2004). Im kurzfristigen Verlauf von 1-2 Jahren nach dem
ertsmaligen Auftreten von Autoimmunitat, trat innerhalb der Gruppe mit fruhkindlicher
Inselautoimmunitat bei 59% der Kinder intermolekulares Autoantikbrper-Spreading auf
weitere Zielantigene auf. Hierbei konnte vor allem ein signifikanter Anstieg der Pravalenzen
von IA-2A und ZnT8A beobachtet werden, fir die in vorhergehenden Studien ein erhéhtes
T1DM-Risiko im Vergleich zu den anderen beiden Autoantikbrpern beschrieben wurde
(Christie, Genovese et al. 1994; Decochez, De Leeuw et al. 2002; Achenbach, Warncke et
al. 2004). Das spatere Auftreten von Autoantikérpern gegen IA-2 und ZnT8 im Vergleich zu
IAA und GADA, stimmt mit den Beobachtungen vorhergehender Studien Uberein (Hawa,
Rowe et al. 1997; Ziegler, Hummel et al. 1999; Kimpimaki, Kulmala et al. 2002; Achenbach,
Lampasona et al. 2009). Mdglicherweise entwickeln sich IA-2A und ZnT8A nur dann, wenn
bereits aktive oder passive Betazell-Zerstorung stattfindet. Diese Annahme wird durch eine
Studie gestitzt, in der Personen mit langem Diabetes-Verlauf allogene Inseln transplantiert
wurden: Bei diesen Personen wurden GADA sofort detektiert, wahrend IA-2A nur dann

auftraten, wenn bereits Allo-Immunitéat nachgewiesen wurde (Bosi, Braghi et al. 2001).

Durch Bestimmung der Autoantikdrper Titer, wurde die Intensitat der Autoantikdrper-Antwort
analysiert. Hierbei konnte innerhalb der Gruppe mit Kindern, welche Inselautoimmunitat vor
dem 4. Lebensjahr entwickelten, eine sehr hohe Intensitat sowie ein sehr dynamisches Titer-
Verhalten beobachtet werden. Diese Kinder wiesen bereits bei Serokonversion vor allem
hohe IAA Titer auf, welche sich im Verlauf zur Follow-up-Probe signifikant erhdhten.
Achenbach et al. zeigten 2004, dass hohe IAA-Titer mit einem erhthten T1DM-Risiko
einhergehen (Achenbach, Warncke et al. 2004). Auch die GADA-Titer stiegen innerhalb der
Gruppe mit friihkindlicher Inselautoimmunitéat nach ein bis zwei Jahren signifikant an, bisher
wurde jedoch keine Assoziation zwischen hohen GADA-Titern und erhéhtem T1DM Risiko

beschrieben.
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Die Untersuchung von Antigen-spezifischen Merkmalen zum Zeitpunkt des erstmaligen
Auftretens von GADA ergab, dass bei Kindern der Gruppe mit frahkindlicher
Inselautoimmunitat, Autoantikbrper gegen Epitope von GAD am haufigsten GAD-MID und
GAD-COOH erkannten. Dagegen kamen Autoantikérper gegen GAD-NH, seltener vor, und
wurden haufig erst nach dem Auftreten von Antikorpern gegen GAD-MID und GAD-COOH
beobachtet.

Die typischen Verteilungsmuster in der jeweils ersten GADA-positiven Probe waren
Reaktivitdt gegen GAD-MID und GAD-COOH oder restringierte Reaktivitat gegen GAD-MID.
Im Verlauf wurde innerhalb dieser Gruppe bei 42% der Kinder intramolekulares Spreading
auf weitere GAD-Epitope, vor allem auf GAD-COOH, beobachtet. In der Follow-up-Probe
hatten somit bereits 65% der Kinder multiple Ak gegen GAD-Epitope ( Reaktivitat gegen
GAD-COOH und GAD-MID oder gegen alle drei GAD-Epitope). Diese Daten bestatigen
Beobachtungen vorhergehender Arbeiten (Bonifacio, Lampasona et al. 2000; Hoppu,
Ronkainen et al. 2004). Ein selteneres Verteilungsmuster war restringierte GAD-NH,
Reaktivitat. Dieses Muster kam nur bei einem einzigen singular GADA-positivem Kind der
Gruppe mit frihkindlicher Inselautoimmunitat vor, blieb im Gesamtverlauf konstant und war
nicht mit einer Progression zu multiplen AAK oder zum T1DM assoziiert. Dies spricht dafir,
dass restringierte GAD-NH, Reaktivitat als ein Charakteristikum betrachtet werden kann,
welches nicht mit Progression einhergeht, sondern eher fur einen chronischen Verlauf
pradisponiert. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen aus friheren
Untersuchungen am selben Kollektiv (Mayr, Schlosser et al. 2007). In dieser Studie wurde
gezeigt, dass Kinder mit multiplen Autoantikdrpern vor allem hoch affine GAD-Antikdrper, als
Zeichen einer ausgereiften Immunantwort aufweisen, und Kinder mit singularer GAD-
Reaktivitdt oftmals niedrig affine GADA haben. Dies konnte in den vorliegenden Daten
bestatigt werden. Kinder mit frihkindlicher Inselautoimmunitat, die sehr h&ufig multiple
Autoantikorper hatten, wiesen in beiden untersuchten Proben fast ausschlief3lich ausgereifte,
hoch affine GADA auf. Zusammenfassend lassen die Beobachtungen zu den GAD-Epitopen
vermuten, dass einige GADA-spezifische Merkmale, wie beispielsweise hohe GADA-Titer
und Reaktivitdt gegen multiple Epitope (vor allem gegen GAD-COOH und GAD-MID) sowie
hohe GADA Affinitat eher zu einem progressiven Verlauf pradisponieren und, dass diese vor
allem bei jungen Kindern beobachtet werden kdnnen. Wiederum andere Merkmale, wie
restringierte GAD-NH, Reaktivitdt und niedrige GADA Affinitdt deuten dagegen eher auf
einen chronischen Verlauf hin, finden sich innerhalb der Gruppe, in der Inselautoimmunitét

bereits vor dem 4. Lebensjahr auftritt, jedoch seltener.
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Bei Kindern der Gruppe mit friihkindlicher Inselautoimmunitat erkannten Autoantikérper beim
erstmaligen Auftreten von Reaktivitdt gegen IA-2 am haufigsten die PTP-Region von 1A-2
und IA-203. Autoantikbrper gegen I[A-2-JM wurden seltener gefunden. Die haufigsten
Epitopverteilungsmuster waren: Reaktivitat gegen IA-2-PTP und IA-2.3, Reaktivitat gegen alle
drei Epitope, sowie restringierte |1A-2-PTP-Reaktivitat. Die Beobachtungen der vorliegenden
Studie unterscheiden sich von denen vorhergehender Arbeiten (Bonifacio, Lampasona et al.
1998; Naserke, Ziegler et al. 1998). Hier wurde initiale IA-2 Reaktivitat vor allem gegen die

JM- und PTP-Region von IA-2 beobachtet, JM als frihes Ziel der Immunreaktion gegen IA-2
beschrieben, von dem ein Spreading auf die PTP-Region von IA-2 und IA-213 ausgeht und
dass Reaktivitdt gegen die juxtamembranare Region von IA-2 mit einem erhthten Diabetes
Risiko erhoéht ist. Reaktivitat gegen IA-2R wurde immer erst nach dem Auftreten von |A-2
spezifischen Antikérpern, im Rahmen einer Expansion der Immunantwort gegen IA-2
beschrieben. Eine Erklarung dafir, dass IA-2B-Autoantikérper in unserer Studie oftmals
bereits beim erstmaligen Auftreten von |A-2-Autoantikbrpern auftraten, ware eine sehr
schnelle Ausweitung der Immunantwort gegen IA-2. Durch eine schnelle Ausweitung der
Immunantwort auf weitere |A-2-Epitope, wiesen in der Follow-up Probe bereits 77% der
Kinder der Early Gruppe Autoantikérper gegen IA-23 auf, ein Marker der das T1DM Risiko
bei 1A-2A-positiven Personen noch weiter erhdht (Christie, Genovese et al. 1994;
Achenbach, Bonifacio et al. 2008). Intramolekulares Spreading trat im Verlauf von ein bis
zwei Jahren bei etwa 50% der Kinder auf, und die meisten Personen hatten in diesem
Zeitraum Autoantikorper gegen multiple 1A-2-Epitope entwickelt. In der Follow-up-Probe
wiesen Kinder der Gruppe mit frahkindlicher Inselautoimmunitat somit am haufigsten
Reaktivitat gegen alle drei IA-2-Epitope sowie Reaktivitdt gegen PTP und 1A-23 auf.
Bonifacio et al. beobachteten 1998, dass Reaktivitat gegen multiple 1A-2-Epitope mit einem
erhohten T1DM Risiko einhergeht (Bonifacio, Lampasona et al. 1998). IA-2A-Affinitaten, als
Marker fur den Reifegrad der IA-2-Autoantikdrper, waren bei der Mehrheit der Kinder der
Gruppe mit frihkindlicher Inselautoimmunitat sowohl beim erstmaligen Auftreten von 1A-2,
als auch im Follow-up hoch. Somit zeigten Kinder der jungen Gruppe auch beziiglich der IA-
2A-spezifischen Merkmale sehr haufig Charakteristika, die mit Progression verbunden sind.
Als solche Risiko-Marker waren Reaktivitat gegen IA-23, Autoantikérper gegen multiple 1A-2-

Epitope (vor allem gegen IA2-PTP und IA-2R), und hohe IA-2A-Affinitat zu nennen.

In einer vorhergehenden Studie desselben Kollektivs wurde gezeigt, dass das zusatzliche
Auftreten von ZnT8A bei Insel-AAk positiven Kindern das Risiko einen T1D zu entwickeln
weiter stratifiziert, und dass diese Risikostratifizierung durch Analyse des SLC30A8 SNP

rs13266634 Genotyps noch verbessert werden kann.
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So zeigten Kinder mit homozygoten SLC30A8 SNP rs13266634 Genotypen ein hoheres
Progressionsrisiko, als ZnT8A positive Kinder mit heterozygotem SLC30A8 SNP rs13266634
Genotypen (Achenbach, Lampasona et al. 2009). Restringierte ZnT8A-Arginin Reaktivitat
kam viel haufiger bei Kindern mit homozygoten SLC30A8 R325-kodierenden Allelen vor, als
bei Kindern mit mindestens einem SLC30A8 W325-kodierendem Allel. Dasselbe galt fur
restringierte ZnT8A-Tryptophan Reaktivitat, welche niemals bei Kindern mit homozygoten
SLC30A8 R325-kodierenden Allelen gefunden wurde.

Bei Betrachtung der Ak gegen die ZnT8-Isoepitope in der vorliegenden Arbeit, zeigten
Kinder, bei denen eine Reaktivitdt gegen Inselzellen bereits vor dem 4. Lebensjahr auftrat,
beim erstmaligen Auftreten von ZnT8A am haufigsten Autoantikérper gegen beide
Hauptvarianten (ZnT8RA und ZnT8WA), gefolgt von restringierter ZnT8RA-Reaktivitat (=
ZnT8-Arginin). Dagegen kam restringierte ZNT8WA- Reaktivitdt (= ZnT8-Tryptophan) nur
selten vor. Im Verlauf von ein bis zwei Jahren gab es bei etwa 20% Epitop-Spreading.
Verlust von Reaktivitat trat jedoch auch bei ungefahr 20% der Kinder auf. In der Follow-up-
Probe anderte sich somit nichts in Bezug auf Pravalenzen oder Verteilungsmuster der

Autoantikérper gegen die ZnT8-Hauptvarianten.

In der vorliegenden Arbeit wiesen etwa 85% der Kinder mit frihkindlicher Autoreaktivitat
gegen Inselzellen in beiden untersuchten Serumproben hoch affine, ausgereifte Insulin-
Autoantikorper auf. In vorhergehenden Studien konnte gezeigt werden, dass Kinder mit hoch
affinen 1AA héaufiger multiple Autoantikdrper und T1DM entwickeln als Kinder mit niedrig
affinen IAA (Achenbach, Koczwara et al. 2004; Schlosser, Koczwara et al. 2005). Das
Vorkommen von hoch affinen 1AA, ist somit ein weiterer Risiko-Marker, der sehr haufig bei

Kindern der jungen Gruppe gefunden wurde.

Charakterisierung der Gruppe mit pra-/pubertarer Inselautoimmunitat

Viele Studien haben bereits das Auftreten von Autoantikdrpern bei Neugeborenen und
Kleinkindern untersucht (Rewers, Norris et al. 1996; Ziegler, Hummel et al. 1999; Kimpimaki,
Kupila et al. 2001). Dagegen gibt es bisher kaum Arbeiten zur Charakterisierung der
Autoimmunitatsprofile zum Zeitpunkt der Serokonversion bei alteren Kindern (Simell, Winter
et al. 2010; Vermeulen, Weets et al. 2012). In der vorliegenden Arbeit erfolgte erstmals eine
detaillierte Untersuchung der Insel-Autoimmunitat bei &lteren Kindern unter Einbeziehung so
vieler humoraler Marker. In unseren Untersuchungen wiesen Kinder, die eine Autoreaktivitat
gegen Inselzellen mit 4 Jahren oder spater entwickelten, am haufigsten Autoantikdrper-

Merkmale auf, die nicht mit einem erhdhten T1DM Risiko assoziiert sind.
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Im kurzfristigen Verlauf zeigten sich bei einer Grof3zahl der Kinder keine Veranderungen der
Autoantikorperprofile, als Zeichen eines eher chronischen Verlaufs, ohne Progression.
Zum Zeitpunkt der Serokonversion wiesen die meisten Kinder der Gruppe mit pra-/pubertérer

Inselautoimmunitét singulare Autoantikorper auf.

Im Gegensatz zu Kindern der Gruppe mit frihkindlicher Inselautoimmunitat, hatten hier mit
etwa 20% signifikant weniger Personen multiple Autoantikorper in der ersten Serumprobe.
Im Verlauf von ein bis zwei Jahren wurde, im Vergleich zu Kindern bei denen
Inselautoimmunitét bereits vor dem 4. Lebensjahr auftrat, keine signifikante Veranderung
bezlglich des Autoantikdrper-Status beobachtet. Nach dieser kurzen Verlaufszeit wies
weiterhin die Mehrheit der Kinder singulare Autoantikérper auf; nur 29% der Personen hatten
multiple Autoantikorper entwickelt, und damit einen Risikofaktor fur die Entwicklung eines
T1D (Bingley, Christie et al. 1994; Kulmala, Savola et al. 1998; Gardner, Gale et al. 1999;
Achenbach, Warncke et al. 2004).

Kinder, die eine Autoreaktivitat gegen Inselzellen erst mit 4 Jahren oder spater entwickelten,
hatten bei Serokonversion am haufigsten Autoantikdrper, die singular gegen GAD gerichtet
waren, was daflur sprechen kénnte, dass haufig bei Kindern, die erst spater im Leben
Autoantikorper entwickeln, GAD als primares Antigen fungiert. Ahnliche Beobachtungen bei
Erwachsenen Patienten konnten bereits in anderen Arbeiten gemacht werden (Karjalainen,
Salmela et al. 1989; Vandewalle, Decraene et al. 1993; Zimmet 1995; Vandewalle,
Coeckelberghs et al. 1997). Bei etwa der Halfte der Kinder war jedoch die priméare
Immunantwort gegen Insulin gerichtet. Hierbei zeigte sich am haufigsten singulare
Autoreaktivitéat gegen Insulin. Dies weist darauf hin, dass es innerhalb dieser Gruppe mit pra-
/pubertérer Inselautoimmunitat durchaus auch Kinder gibt, bei denen GAD nicht das primére
Antigen ist. Autoantikdrper gegen IA-2 und ZnT8 kamen, wie bereits fur die Gruppe mit
frihkindlicher Inselautoimmunitat beschrieben, in der ersten AAk-positiven Serumprobe
seltener vor, und waren mit dem Vorkommen multipler Autoantikérper assoziiert. Eine
Ausweitung der Immunantwort auf weitere Zielantigene im Verlauf zur Follow-up-Probe
wurde bei Kindern, bei denen Inselautoimmunitat erst mit 4 Jahren oder spater auftrat, mit
nur 16% ebenfalls signifikant seltener beobachtet als bei den jiingeren Kindern. So wiesen
Kinder der Gruppe mit pra-/pubertarer Inselautoimmunitét auch in der zweiten Serumprobe

am haufigsten singuldre GAD- oder singulére Insulin-Autoantikdrper auf.
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Die Pravalenzen fir IA-2A und ZnT8A, stiegen zwar auch innerhalb dieser Gruppe an, diese
beiden Autoantikdrper wurden jedoch signifikant seltener als in der Gruppe mit frihkindlicher

Inselautoimmunitat gefunden.

Vermeulen et al. beschrieben in ihrer Arbeit Gber AAk bei alteren Kindern mit T1D-Risiko
ebenfalls das spatere Auftreten von IA-2A und ZnT8A im Vergleich zu IAA und GADA im
subklinischen Krankheitsprozess (Vermeulen, Weets et al. 2012). Diese Beobachtung ist der
Assoziation dieser beiden AAk mit schneller Progression zum T1D kompatibel (Decochez,
De Leeuw et al. 2002; Achenbach, Lampasona et al. 2009; De Grijse, Asanghanwa et al.
2010). Somit zeigten Kinder der Gruppe mit pra-/pubertarer Inselautoimmunitat nicht nur in
Bezug auf den Autoantikdrper-Status, sondern auch beziglich der Autoantikdrper-Spezifitat
seltener Risikomuster als Personen, bei denen Inselautoimmunitéat bereits vor dem 4.

Lebensjahr auftrat.

Bei Betrachtung der Autoantikdrper-Titer, wiesen Kinder, die eine Autoreaktivitit gegen
Inselzellen erst mit 4 Jahren oder spater entwickelten, sowohl bei Serokonversion als auch in
der Follow-up-Probe signifikant niedrigere 1AA- und GADA-Titer auf als Kinder der Gruppe
mit frahkindlicher Inselautoreaktivitat, und zeigten somit eine geringere Intensitat der
Immunantwort. Achenbach et al. beschrieben 2004 ein erhdhtes T1D-Risiko fur Kinder mit
hohen IAA-Titern (Achenbach, Koczwara et al. 2004). Das Titer-Verhalten von Personen der
Late Gruppe war im Gegensatz zur jungeren Gruppe chronisch. IAA- und GADA-Titer

blieben im Verlauf von ein bis zwei Jahren sehr stabil und &nderten sich kaum.

Die Analyse der Immunantwort gegen Epitope von GAD zum Zeitpunkt des erstmaligen
Auftretens von GAD-Antikdrpern zeigte, dass bei Kindern der Gruppe mit pré-/pubertarer
Inselautoimmunitat, wie auch bei Kindern der Gruppe frithkindlicher Inselautoimmunitat,
Autoantikbrper am haufigsten GAD-MID und GAD-COOH erkannten. Dagegen kamen
Antikdrper gegen GAD-NH, seltener vor, und wurden auch hier haufig erst nach dem
Auftreten von Antikérpern gegen GAD-COOH und GAD-MID beobachtet. Diese Daten
bestédtigen Beobachtungen vorhergehender Arbeiten (Bonifacio, Lampasona et al. 2000;
Hoppu, Ronkainen et al. 2004). In der jeweils ersten GADA-positiven Probe wurde am
haufigsten Reaktivitat gegen GAD-MID und GAD-COOH oder restringierte Reaktivitdt gegen
GAD-MID beobachtet.



Diskussion 68

Ein selteneres Verteilungsmuster war restringierte GAD-NH, Reaktivitat. Dieses Muster kam
jedoch haufiger in der alteren Gruppe als in der Gruppe mit friihkindlicher Inselautoreaktivitat
vor, und Kinder die dieses Muster aufwiesen, zeigten im Gesamtverlauf kein GAD-Epitop-
Spreading. Aulerdem waren alle dieser Personen im Gesamtverlauf singular GADA positiv
und entwickelten keinen T1DM, was mit vorhergehenden Beobachtungen desselben
Kollektivs konform geht (Mayr, Schlosser et al. 2007). Im Kkurzfristigen Verlauf zeigten
Personen der Gruppe mit pra-/pubertarer Inselautoimmunitat abermals seltener dynamische
Verlaufe als Kinder der jingeren Gruppe, und wiesen nur in 20% der Falle intramolekulares
Spreading auf weitere GAD-Epitope auf. In der Follow-up-Probe gab es somit zwar in beiden
Gruppen haufiger Kinder mit multiplen Epitopen (GAD-COOH und GAD-MID oder alle drei
GAD-Epitope) als in der ersten Probe, Reaktivitait gegen multiple GAD-Epitope wurde
dennoch signifikant haufiger bei Kindern der Gruppe mit frihkindlicher Inselautoimmunitat
beobachtet. Reaktivitat gegen multiple Epitope war in beiden Gruppen mit héheren GADA-
Titern assoziiert, was mit der bereits oben beschriebenen Beobachtung, dass Kinder der
jungeren Gruppe vor allem in der Follow-up-Probe hdhere GADA-Titer als Kinder der alteren
Gruppe aufwiesen, zusammenpasst. Mayr et al. beschrieben bereits 2007, dass GADA-
Affinitats-Messungen dazu beitragen kénnen das T1D-Risiko besser einschatzen zu kénnen
(Mayr, Schlosser et al. 2007). Wie in der Gruppe mit frihkindlicher Inselautoimmunitat,
hatten auch in der &alteren Gruppe Personen mit multiplen Autoantikérpern fast immer hoch
affine GADA. Kinder, bei denen Inselautoimmunitat erst mit 4 Jahren oder spater auftrat,
wiesen jedoch insgesamt zu beiden untersuchten Zeitpunkten in tber 70% der Falle hoch
affine GADA auf (singular GADA positive Kinder eingeschlossen). Das haufige Auftreten
hoch affiner GADA innerhalb dieser Gruppe lasst sich zum Teil dadurch erklaren, dass nur
bei einem kleinen Teil der singular GADA-positiven Kinder Proben zur Affinitatsmessung zur
Verfugung standen, und eventuell der Grof3teil der nicht gemessenen Proben niedrige
Affinitaten aufgewiesen hatte. AulBerdem ware es denkbar, dass diejenigen singuldar GADA
positiven Kinder mit hoher Affinitat eventuell zu einem spéateren Zeitpunkt eine Progression
zu multiplen AAk durchmachen. Zusammenfassend wiesen Kinder der alteren Gruppe zwar
ebenfalls zum Teil GADA-spezifische Charakteristika auf, die mit Progression einhergehen,
Merkmale die nicht mit Progression einhergehen, wie restringierte GAD-NH,- Reaktivitat,

singuldre GAD-Epitop-Reaktivitat sowie niedrig affine GADA, kamen jedoch héaufiger vor.



Diskussion 69

Die Analyse der IA-2-Epitope sowie der |A-2A-Affinitat wies bei den zwei untersuchten
Gruppen groRe Ahnlichkeiten auf. Es konnten weder in Bezug auf die |1A-2-Epitop-Pravalenz
noch bezlglich der IA-2-Epitop-Verteilungsmuster signifikante Unterschiede beobachtet
werden. IA-2A-Affinitaten waren in beiden untersuchten Proben bei fast allen Kindern hoch,
und unterschieden sich ebenfalls nicht zwischen den zwei Gruppen.

Das einzige singular 1A-2A positive Kind aus der Gruppe mit pré-/pubertarer
Inselautoimmunitéat zeigte im Gesamtverlauf restringierte Reaktivitdt gegen JM sowie eine
niedrige IA-2-Affinitat, verlor im Verlauf Reaktivitat gegen IA-2 und entwickelte keinen T1DM.
Moglicherweise kénnten Merkmale, wie restringierte JM-Reaktivitdt und niedrige 1A-2A-
Affinitat eher flr einen chronischen Verlauf, trotz 1A-2A Positivitat sprechen. Obwohl Kinder
der jingeren Gruppe in den vorliegenden Daten signifikant haufiger 1A-2A aufwiesen als
Kinder der Gruppe mit pra-/pubertérer Inselautoimmunitat, so unterschieden sich die beiden
Gruppen nicht bezlglich der |A-2-spezifischen Charakteristika. IA-2A sind mit einem
erhdhten T1DM Risiko assoziiert, und das Vorkommen von IA-2, von Reaktivitat gegen
multiple Epitope, sowie von hoch affinen IA-2A erlaubt eine weitere Stratifizierung dieses
Risikos (Christie, Genovese et al. 1994; Bonifacio, Lampasona et al. 1998; Achenbach,
Bonifacio et al. 2008).

Auch bei Betrachtung der ZnT8-Epitope konnte kein Unterschied zwischen der Kindern mit
frihkindlicher und Kindern mit pré-/pubertarer Inselautoimmunitat beobachtet werden. Daher
lasst sich fur die Beobachtung von ZnT8A in den vorliegenden Daten sagen, dass
Autoantikbrper gegen ZnT8, flr welche bereits eine Assoziation mit einer schnellen
Progression zum T1D beschrieben wurde (Achenbach, Lampasona et al. 2009; De Grijse,
Asanghanwa et al. 2010) zwar haufiger innerhalb der jingeren Gruppe beobachtet werden
konnten, sich jedoch die ZnT8A-spezifischen Charakteristika in beiden Gruppen sehr stark

ahnelten.

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich gro3e Unterschiede bezlglich der IAA-Affinitat
zwischen den beiden untersuchten Gruppen. Wie bereits weiter oben beschrieben, ist hohe
IAA-Affinitat ein Marker, der eher zu Progression zu multiplen Autoantikdrpern und zum
T1DM préadisponiert, wohingegen niedrig affine IAA eher auf einen chronischen Verlauf
hindeuten (Achenbach, Koczwara et al. 2004; Schlosser, Koczwara et al. 2005). Kinder, die
erst mit 4 Jahren oder spater Inselautoimmunitat entwickelten, hatten in beiden
Serumproben signifikant haufiger niedrig affine Insulin-Autoantikorper als Personen der
Gruppe mit frahkindlicher Inselautoimmunitat, und damit ein weiteres Risiko-Merkmal

seltener als die jingeren Kinder.
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Fazit Autoantikorperprofile

Die Analyse der vorliegenden Daten zeigte unterschiedliche Autoantikbrperprofile und
Verlaufsmuster, die zwar in beiden Gruppen vorkamen, sich jedoch in der Frequenz ihres
Vorkommens stark unterschieden. Kinder der Gruppe mit frihkindlicher Inselautoreaktivitét
zeigten oftmals ein sehr dynamisches, progressives Muster mit multiplen Autoantikdrpern
und Epitopen, Autoantikorper- und Epitop-Spreading, Titer-Anstiegen und hohen AAk-
Affinitaten. Dagegen wiesen Kinder, bei denen Inselautoimmunitat erst im Alter von 4 Jahren
oder spater auftrat, am haufigsten chronische Verlaufe mit meist nur einem positiven
Autoantikorper (meistens GADA oder IAA) und konstanter singulérer Positivitat, mit oftmals
singularer GAD-Epitop-Reaktivitat, sowie mit stabilen Autoantikdrper-Titern und niedrigen
AAKk-Affinitdten auf. Es ist denkbar, dass die dynamische Form durch ein Zusammenspiel
von genetischen- und Umweltfaktoren zu frilhen Zeitpunkten ausgeldst wird, welches zu
einer Stérung von Immunregulationsmechanismen fihrt, die normalerweise die autoimmune
Zerstérung von Beta-Zellen der Pankreasinseln regulieren wirden. Bei Kindern mit
chronischen Verlaufsformen richtete sich die Immunreaktion oftmals gegen GAD. Die
Ergebnisse lassen vermuten, dass Autoantikdrper gegen GAD, die auch bei anderen
Autoimmunerkrankungen vorkommen, eine weniger aggressive Immunreaktion reflektieren,

die nicht zwangslaufig zu einer Betazellzerstérung fuhrt.

Genotyp und Progression zu multiplen Autoantikdérpern

HLA-Klasse-ll Gene tragen bis zu 50% zum gesamten genetischen Typ 1 Diabetes Risiko
bei, und gelten somit als sehr wichtige Pradiktoren fur die Entwicklung von
Inselautoimmunitat und T1DM.

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sich die von uns untersuchten Gruppen
beziglich der HLA-Klasse-II-Genotypen unterschieden. So kamen Hochrisiko-Genotypen
signifikant haufiger bei Kindern mit frihkindlicher Inselautoimmunitat vor, wohingegen
protektive Genotypen haufiger in Gruppe mit pra-/pubertarer Inselautoimmunitét vorzufinden
waren. Vorhergehende Beobachtungen der BABYDIAB Kohorte zeigten bereits, dass
bestimmte genetische Risikofaktoren, die bei Kindern mit multiplen Autoantikdrpern
vorkommen, bei Kindern mit singuléarer Autoantikorper-Positivitat fehlen (Walter, Albert et al.
2003; Achenbach, Warncke et al. 2004). Auch Ergebnisse der Australischen BABYDIAB
Studie wiesen auf, dass Hoch-Risiko-Haplotypen wie HLA DR4-DQ8 und DR3-DQ2 haufiger
bei Kindern mit multiplen Antikbrpern vorkamen, als bei Kindern mit singuléarer oder

transienter Autoantikorper-Positivitdt (Colman, Steele et al. 2000).
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Diese Daten passen zu den Beobachtungen der vorliegenden Arbeit, in denen Kinder, bei
denen Inselautoimmunitat vor dem 4. Lebensjahr auftrat, haufiger Hochrisiko- Genotypen
aufwiesen, und schlielich wesentlich haufiger multiple Antikbrper und einen T1DM
entwickelten als Kinder, die Autoantikdrper gegen Inselzellene erst mit 4 Jahren oder spéater
entwickelten, welche oftmals einen protektiven Genotyp hatten. Betrachtete man jedoch in
beiden Gruppen nur diejenigen Kinder, die im Gesamtverlauf multiple Autoantikorper
entwickelt hatten, gab es keine signfikanten Unterschiede mehr bezlglich der Genotyp-
Verteilung. Daher wurde die Lifetable Analyse zur Berechnung des kumulativen Risikos
multiple Antikdrper zu entwickeln, fiir beide Gruppen zusammengefasst betrachtet.

Es zeigte sich, dass vor allem Kinder mit Hochrisiko-Genotypen gegentiber Personen mit
neutralen oder protektiven Genotypen ein signifikant hoheres Risiko aufwiesen multiple
Autoantikérper zu entwickeln. Dagegen zeigten Kinder mit einem protektiven Genotyp ein
signifikant geringeres Risiko multiple Antikdrper zu entwickeln als Kinder mit allen Gbrigen
Genotypen. Die Beobachtungen zum HLA-Klasse-lIl Genotyp in der vorliegenden Studie
bestdtigen zusammenfassend, dass HLA Hochrisiko-Genotypen, die mit Progression
assoziiert sind, und protektive HLA-Genotypen, die eher zu einem chronischen Verlauf
pradisponieren zwar in beiden Gruppen vorkommen, dass sie sich jedoch in der Frequenz

des Vorkommens unterscheiden.

Auch fir das Auftreten verschiedener INS VNTR Genotypen wurden risikosteigernde bzw.
protektive Effekte in Bezug auf die Entwicklung multipler AAk und eines T1DM beschrieben.
Der I/ INS VNTR Genotyp wurde mit einem erhdhtem Risiko assoziiert, wohingegegen den
I/l oder 1I/IIl INS VNTR Genotypen eher protektive Eigenschaften zugewiesen wurden
(Walter, Albert et al. 2003). Diese Beobachtungen konnten in der vorliegenden Arbeit nicht
bestatigt werden. In unseren Beobachtungen waren die INS VNTR Genotypen in beiden
Gruppen ungefahr gleich verteilt, und Kinder mit I/l INS VNTR Genotyp hatten ein sehr
ahnliches kumulatives Risiko multiple Autoantikdrper zu entwickeln wie Kinder mit I/1ll oder
I/l INS VNTR Genotyp. Mdogliche Erklarungen hierfiir waren einerseits die kleinen
Fallzahlen in der vorliegenden Arbeit. AuRerdem ist es denkbar, dass eine Bestimmung des
INS VNTR Genotyps vor allem bei IAA positiven Personen eine weitere Mdglichkeit zur
Risiko-Stratifizierung bietet, da in vorhergehenden Studien vor allem eine Assoziation
zwischen dem Vorkommen von IAA und I/l INS VNTR Genotyp beschrieben wurde (Graham,
Hagopian et al. 2002; Walter, Albert et al. 2003).
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Achenbach et al. zeigten 2009, dass bei ZnT8A positiven Kindern das T1DM-Risiko durch
SLC30A8 Genotypisierung noch weiter stratifiziert werden kann (Achenbach, Lampasona et
al. 2009). So hatten ZnT8A positive Personen, mit einem homozygoten (CC oder TT)
SLC30A8 Genotyp ein hoheres Risiko an Typ 1 Diabetes zu erkranken, als Personen mit
heterozygotem (CT) SLC30A8 Genotyp. In der vorliegenden Studie waren homozygote und
heterozygote SLC30A8 Genotypen in beiden Gruppen in etwa gleich verteilt, und es gab
keinen signfikanten Unterschied bezuglich der Progression zu multiplen Antikdrpern
zwischen Kindern mit homozygotem und Kindern mit heterozygotem SLC30A8 Genotyp.
Allerdings wurden hierbei sowohl ZnT8A-positive- als auch ZnT8A-negative Kinder
beobachtet. Dieses Ergebnis bestétigt, dass eine Bestimmung des SLC30A8 Genotyps nur
in Zusammenhang mit ZnT8A-Positivitdt zu einer weiteren Stratifizierung des T1DM Risikos

beitragt.

Progress zu multiplen Antikérpern und zum T1DM

Wie bereits oben beschrieben, gab es in der vorliegenden Arbeit signifikant mehr Kinder der
Gruppe mit frihkindlicher Inselautoimmunitat, die im gesamten Nachverfolgungszeitraum
multiple Autoantikdrper entwickelt hatten, als Kinder der alteren Gruppe (80,6% vs. 39%).
Auch wenn man in beiden Gruppen nur diejenigen Personen betrachtete, die bei
Serokonversion singular Autoantikorper-positiv waren, war das Risiko eine Progression zu

multiplen AAk durchzumachen in der jingeren Gruppe signifikant héher.

Schaute man jedoch nur auf die Personen, die auch wirklich eine Progression zu multiplen
Autoantikorpern durchmachten, zeigte sich kein Unterschied beziglich der Schnelligkeit
dieser Progression vom Auftreten des ersten Autoantikdrpers zwischen den beiden Gruppen.
Ganz ahnlich verhielt es sich in Bezug auf die TIDM Entwicklung: Kinder, die bereits vor
dem 4. Lebensjahr Inselautoantikdrper entwickelt hatten, entwickelten signifikant h&aufiger
einen T1DM als Kinder bei denen Inselautoantikorper erst mit 4 Jahren oder spéater auftraten
(58,1% vs. 10%). Doch diejenigen Kinder, die eine Progression zum T1DM durchmachten,
taten dies in beiden Gruppen gleich schnell, nachdem sie multiple Autoantikdrper entwickelt
hatten. Diese Ahnlichkeit der Progressionsrate unterstreicht, dass die Autoimmunitéts-
Merkmale bei Kindern mit fortschreitender Autoimmunitat ,ungeachtet des Alters beim

erstmaligen Auftreten von Inselautoimmunitat, sehr ahnlich sind.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Kinder, die einen fortschreitenden
Autoimmunitatsprozess aufweisen und schlie8lich einen T1DM entwickeln, &hnliche
Autoantikbrpermerkmale aufweisen, ungeachtet des Alters beim erstmaligen Auftreten von
Inselautoimmunitat. Gleichermalf3en finden sich in beiden Gruppen andere Merkmale, die mit
einem chronischen, nicht progressiven Verlauf assoziiert sind. Ein erheblicher Unterschied
zwischen Kindern mit frihkindlicher und Kindern mit pra-/pubertérer Inselautoreaktivitat ist
jedoch die Frequenz préadiktiver Autoantikdrpercharakteristika. So weisen Kinder der
jungeren Gruppe haufiger Merkmale auf, die mit Progression assoziiert sind, und Kinder der
alteren Gruppe haufiger Charakteristika, die zu einem nicht progressiven, chronischen
Verlauf pradisponieren. Diese Unterschiede der Haufigkeiten lassen sich wiederum durch
das Vorkommen pradisponierender bzw. protektiver Genotypen sowie exogener Faktoren
erklaren. Der Ansatz der Multi-faktoriellen Analyse, sowie der Einsatz biomathematischer
Modelle kénnten dazu beitragen individuelle Immunisierungsprofile zu erklaren, und somit

die Moglichkeiten der Pradiktion des T1DM weiter verbessern.
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7. Zusammenfassung

Erstgradige Verwandte von Patienten mit Typ 1 Diabetes haben ein erhthtes Risiko
gegenlber der Allgemeinbevilkerung Inselzellautoimmunitat und schlie3lich auch einen
T1DM zu entwickeln. Die Bestimmung von T1DM-spezifischen Autoantikbrpern im Serum ist
die derzeit beste Methode zum Nachweis von Inselzellautoimmunitat. Das Auftreten von
Autoantikérpern geht jedoch nicht in jedem Fall mit einer TLDM Entwicklung einher. Eine
genaue Charakterisierung der humoralen Autoimmunantwort gegen Betazell-Antigene
erlaubt eine weitere Stratifizierung des Risikos eine Progression des autoimmunen
Zerstorungsprozesses durchzumachen, welche schlie3lich in der klinischen Manifestation
der Erkrankung muindet. Bisherige Untersuchungen bei Kindern mit mindestens einem
Elternteil mit T1DM zeigen, dass das Neuauftreten von Autoantikbrpern in zwei
Altersgruppen (im Alter von etwa 2 Jahren sowie im Alter von etwa 8 Jahren) besonders
hoch ist. Eine genaue Charakterisierung dieser beiden Gruppen erfolgte bisher jedoch noch
nicht.

In der vorliegenden Arbeit wurden Autoantikorper-positive Kinder von Eltern mit T1DM
gemal dem Alter der beiden ,Inselautoimmunitats-Wellen“ in zwei Gruppen eingeteilt:

Die Verlaufsseren von 62 Autoantikorper-positiven Kindern mit  frihkindlicher
Inselautoimmunitat (Autoreaktivitdt gegen Inselzellen wurde vor dem 4. Lebensjahr
entwickelt; medianes Alter beim erstmaligen Auftreten von Autoimmunitat: 1,9 Jahre), sowie
von 80 Autoantikorper-positiven Kindern mit pra-/pubertdrer Inselautoimmunitat
(Autoreaktivitat gegen Inselzellen wurde mit 4 Jahren oder spéter entwickelt; medianes Alter
beim erstmaligen Auftreten von Autoimmunitat: 8,0 Jahre) aus der BABYDIAB Studie wurden
auf Autoantikorper gegen Insulin (IAA), GAD 65 (GADA), IA-2 (IA-2A) und ZnT8 (ZnT8A)
untersucht und hinsichtlich des Autoantikorper-Status, der Autoantikdrper-Titer, der
Autoantikorper-Epitop-Spezifitdt, der AutoantikOrper-Affinitdit sowie hinsichtlich des
Auftretens von T1DM-relevanten Genotypen charakterisiert. Alle Charakteristika wurden in
univariaten Analysen zwischen den beiden Gruppen verglichen, um typische
Immunisierungsmuster herauszufinden. Anschliel3end wurde untersucht, ob zwischen den
beiden Gruppen ein Unterschied beziiglich der Progressionsrate zu multiplen AAk sowie zum
T1DM besteht.
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Folgende Befunde konnten erhoben werden:

1) Zum Zeitpunkt der Serokonversion (= erstmaliges Auftreten von Insel-AAk) wies die
Mehrheit der Kinder beider Gruppen nur einen Autoantikdrper auf. Dennoch hatten bereits zu
diesem Zeitpunkt Kinder mit frihkindlicher Inselautoimmunitét signifikant h&ufiger multiple
Autoantikorper enwickelt als Personen bei denen Insel-AAk erst mit 4 Jahren oder spéater
auftraten (27 Kinder (43,5%) vs. 17 Kinder (21,2%); (p=0,004)).

Bei beiden Gruppen waren IAA und GADA in der ersten Autoantikdrper-positiven Probe die
am haufigsten vorkommenden Autoantikorper. 1AA hatte vor allem bei Kindern, bei denen
Autoreaktivitat gegen Inselzellen vor dem 4. Lebensjahr auftrat, die héchste Pravalenz und
kam signifikant haufiger vor als bei Kindern mit pra-/pubertarer Inselautoimmunitat
(p<0,0001). Innerhalb der alteren Gruppe war die Immunantwort am haufigsten gegen GAD
gerichtet, gefolgt von AAk gegen Insulin. Autoantikbrper gegen IA2 und ZnT8 kamen in
beiden Gruppen seltener vor, und wurden fast ausschlielich bei Personen mit multiplen

Autoantikérpern beobachtet.

Hohe Autoantikdrper-Titer fanden sich vor allem flr I1AA innerhalb der jingeren Gruppe. IAA-
Titer waren signifikant hoher als bei Kindern der alteren Gruppe (Median der Titer: 9,4 U vs.
4,3 U; p=0,02).

Signifikante Unterschiede zwischen den zwei Gruppen gab es beziiglich der IAA-Affinitat.
Hoch affine IAA kamen signifikant haufiger bei Kindern mit frihkindlicher Inselautoimmunitat
vor (85% vs. 25%, p<0,0001).

Initiale Epitope, die beim erstmaligen Auftreten von GAD-Autoantikorpern erkannt wurden,
waren in beiden Gruppen vor allem GAD-MID und GAD-COOH. Reaktivitat gegen GAD-NH,
wurde dagegen in beiden Gruppen seltener gefunden. Die haufigsten GAD-Epitop-
Verteilungsmuster beider Gruppen waren: Reaktivitdt gegen GAD-MID und GAD-COOH
sowie restringierte GAD-MID-Reaktivitat. Ein selteneres Muster war restringierte GAD-NH, —
Reaktivitdt. Dieses Muster kam haufiger in der Gruppe mit pra-/pubertérer
Inselautoimmunitét vor (7 Kinder vs. 1 Kind; p= 0,07) und war ausschlie3lich mit singularer
GADA-Positivitét assoziiert (p=0,0005). Reaktivitdt gegen multiple Epitope kam bei 42,9%
der Kinder der jingeren Gruppe und bei 26,7% der Personen der alteren Gruppe vor, und

war in beiden Gruppen signifikant mit einem hohen GADA-Titer assoziiert.
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GADA-Affinitdten unterschieden sich nicht signifikant zwischen den beiden Gruppen. Hoch
affine GADA kamen bei beiden Gruppen sehr haufig vor (Early 90,6%, Late: 80%).

Initiale Epitope, die beim erstmaligen Auftreten von IA-2-Autoantikbrpern erkannt wurden,
waren in beiden Gruppen vor allem die PTP-Regionen von IA-2 und IA-23. Reaktivitat gegen
die JM-Region von |A-2 kam dagegen seltener vor. Reaktivitat gegen IA-2-PTP und IA-23
sowie restringierte |1A-2-PTP-Reaktivitat waren in beiden Gruppen die haufigsten I1A-2-Epitop-
Verteilungsmuster. Etwa 50% der Kinder beider Gruppen hatten bereits beim erstmaligen
Auftreten von IA-2A Autoantikdrper gegen multiple Epitope entwickelt. Wie bei den GAD-
Epitopen war auch Reaktivitdt gegen mehrere IA-2-Epitope mit hohen [A-2A-Titern
assoziiert. 1A-2A-Affinitdten unterschieden sich nicht signifikant zwischen den beiden
Gruppen. Beide Gruppen hatten meist hoch affine 1A-2-Autoantikérper (Kinder mit
frihkindlicher Inselautoimmunitat: 74%, Kinder mit pra-/pubertarer Inselautoimmunitat: 83%).
Zum Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens von ZnT8A, gab es bezlglich der ZnT8-Epitope
keine Unterschiede zwischen den zwei Gruppen. Autoantikorper erkannten am haufigsten
beide Hauptvarianten des Molekuils (ZnT8A-Arginin und ZnT8A-Tryptophan), gefolgt von
restringierter Reaktivitat gegen ZnT8-Arginin. Dagegen kam restringierte Reaktivitdt gegen

ZnT8-Tryptophan seltener vor.

2) Im Verlauf von ein bis zwei Jahren nach Serokonversion (=erstmaliges Auftreten von
Insel-AAK) zeigten Kinder, die Insel-AAk bereits vor dem 4. Lebensjahr entwickelten, viel
haufiger eine Progression der Autoimmunitat als Kinder, bei denen erst mit 4 Jahren oder
spater Autoreaktivitét gegen Inselzellen auftrat. Letztere zeigten kaum Veranderungen ihrer

Inselautoimmunitat in dem kurzen Verlauf.

Bei 58,9% der Kinder mit frihkindlicher Inselautoreaktivitdt gab es eine Ausweitung der
Immunantwort auf weitere Zielantigene. Dies konnte mit nur 16% signifikant seltener bei
Kindern der Gruppe mit pra-/pubertarer Inselautoimmunitat beobachtet werden (p<0,0001).
In der Follow-up-Probe hatten bereits 41 Kinder (73,2%) der jingeren Gruppe multiple
Autoantikorper. In der alteren Gruppe gab es im Verlauf zur zweiten Probe dagegen nur 22
Kinder (29,3%) mit multiplen Antikérpern (p<0,0001). Die Préavalenzen der IAA und GADA

veradnderten sich kaum. Daher blieben sie in beiden Gruppen die haufigsten AAK.
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Dagegen erhohte sich vor allem innerhalb der Gruppe mit frihkindlicher Inselautoimmunitat
die Anzahl von Kindern mit IA-2A und ZnT8A signifikant von der ersten zur zweiten Probe, so
dass diese beiden Autoantikdrper hier signifikant haufiger gefunden werden konnten als bei
Kindern der alteren Gruppe (IA-2A: 48,2% vs. 13,3%; ZnT8A: 55,4% vs. 25,3%; p=0,0003 fur
beide AAK).

IAA- und GADA-Titer erhdhten sich im Verlauf signifikant bei Kindern mit frihkindlicher
Inselautoimmunitét. Innerhalb der alteren Gruppe gab es keine signifikanten Titer-
Veranderungen, so dass Kinder der jungeren Gruppe in der Follow-up-Probe signifikant
hohere IAA- (Median der Titer: 13,1 U vs. 3,4 U; p=0,0002) und GADA-Titer (Median der

Titer: 80 U vs. 26,2 U; p=0,009) aufwiesen als Personen der alteren Gruppe.

Hoch affine IAA kamen auch in der Follow-up-Probe bei Kindern mit frihkindlicher
Inselautoimmunitat  signifikant haufiger vor als bei Kindern mit pra-/pubertarer
Inselautoreaktivitat (83% vs. 13%; p = 0,0009).

Ein bis zwei Jahre nach dem erstmaligen Auftreten von GADA konnte bei etwa 40% der
Kinder der jingeren Gruppe intramolekulares Spreading auf weitere GAD-Epitope, vor allem
auf GAD-COOH beobachtet werden. In der alteren Gruppe dagegen nur bei 20%. Obwohl Ak
gegen GAD-COOH nun signifikant haufiger bei Kindern mit frihkindlicher Inselautoimmunitéat
gefunden werden konnten (67,6% vs. 35,6%; p=0,007), blieben GAD-MID und GAD-COOH
dominante Epitope beider Gruppen. Kinder der jingeren Gruppe wiesen in der Follow-up-
Probe mit etwa 65% signifikant h&ufiger Reaktivitdt gegen multiple GAD-Epitope (vor allem
gegen GAD-MID und GAD-COOH und gegen alle drei Epitope) auf als Kinder mit pra-
/pubertarer Inselautoreaktivitat (etwa 36%; p=0,01). Wie bereits in der ersten Serumprobe,
war Reaktivitat gegen mehrere GAD-Epitope auch in der Follow-up-Probe in beiden Gruppen
signifikant mit einem héheren GADA-Titer assoziiert. Restringierte Reaktivitat gegen GAD-
NH, blieb in beiden Gruppen konstant und war weiterhin mit singuléarer GADA-Positivitat
assoziiert. GADA-Affinitaten anderten sich im Verlauf in beiden Gruppen kaum.
Intramolekulares Spreading auf weitere |A-2-Epitope trat im Verlauf bei etwa 58% der Kinder
der jingeren Gruppe sowie bei etwa 46% der Personen der &alteren Gruppe auf. Somit
wiesen nun die Kinder beider Gruppen am haufigsten Reaktivitdt gegen multiple 1A-2-Epitope
(vor allem gegen IA-2-PTP und IA-2(3 und gegen alle drei Epitope) auf. Reaktivitat gegen
mehrere IA-2-Epitope war in der Follow-up-Probe in beiden Gruppen signifikant mit einem
hohen IA-2A-Titer assoziiert. Die Mehrheit der Kinder beider Gruppen wies weiterhin hoch
affine IA-2A auf.
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Bezlglich der ZnT8-Epitope gab es im Verlauf keine Veranderungen.

3) In beiden Gruppen konnte eine Assoziation zwischen dem Auftreten von multiplen
Autoantikorpern und dem Vorhandensein eines Hochrisiko-HLA-Klasse-1I-Genotyps bzw.
zwischen persistierender singularer Autoantikbrper-Positivitdt und dem Vorhandensein eines
protektiven HLA-Klasse-lI-Genotyps beobachtet werden (p<0,0001). Dennoch wiesen Kinder
der Gruppe mit friihkindlicher Inselautoimmunitat, die im Gesamtverlauf in der Mehrheit der
Falle eine Progression zu multiplen Autoantikdrpern durchmachten, signifikant haufiger einen
Hochrisiko-Genotyp auf als Kinder der alteren Gruppe (42,6% vs. 23,7%; p = 0,02).
Protektive HLA-Klasse-Il Allele kamen dagegen haufger in der alteren Gruppe vor, jedoch
nicht signifikant haufiger als bei Kindern mit frihkindlicher Inselautoimmunitat (9,9% vs.
22,5%; p = 0,07).

4) Kinder mit frihkindlicher inselautoimmunitat  entwickelten im  gesamten
Nachverfolgungszeitraum signifikant haufiger multiple AAk als Kinder mit pra-/pubertérer
Inselautoreaktivitat (80,6% vs. 39%). Ebenso trat ein T1DM in der jlngeren Gruppe
signifikant haufiger auf als in der alteren Gruppe (58,1% vs. 10%). Betrachtete man jedoch
nur diejenigen Kinder beider Gruppen, die eine Progression zu multiplen Autoantikérpern
oder zum T1DM aufwiesen, zeigten sich keine Unterschiede beziglich der Schnelligkeit der
Progression.

Fazit

Die ermittelten Daten zeigen, dass bei Kindern, die Inselautoimmunitat bereits vor dem 4.
Lebensjahr entwickeln, am haufigsten Immunisierungsmuster auftreten, die mit einer
Progression zum T1DM, also mit einem Fortschreiten des Inselautoimmunitatsprozesses,
assoziiert sind. Aulerdem weisen sie meist sehr dynamische Verlaufe auf, was sich darin
auRert, dass oftmals viele Veranderungen im Autoimmunitéts-Profil innerhalb eines kurzen
Zeitraumes auftreten. Im Folgenden wird erlautert welche Progressionsmuster in der
vorliegenden Arbeit haufig beobachtet wurden: Wir konnten zeigen, dass die initiale
Immunantwort bei Kleinkindern sehr haufig gegen Insulin gerichtet ist, dass die
Immunantwort meist hoch affin und hoch-titrig ist, sich schnell auf weitere Inselantigene (vor
allem IA-2 und ZnT8) ausdehnt und dass viele dieser Kinder frihzeitig multiple

Autoantikdrper entwickeln.
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Weiterhin unterstreichen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass das fruhkindliche
Auftreten von Inselautoimmunitat sehr haufig mit einer breiten AAk-Antwort assoziiert ist,
welche an der Anzahl der erkannten Epitope gemessen werden kann.

Unsere Daten zeigen, dass Kinder mit frihkindlicher Inselautoreaktivitdt haufig
intramolekulares Spreading aufweisen und am haufigsten die GAD-Epitope- GAD-MID und
GAD-COOH und die IA-2-Epitope- 1A-2-PTP und 1A-23 erkennen. Im Gegensatz zu einer
vorhergehenden Studie konnten wir nicht bestétigen, dass die juxtamembranare Region von
IA-2 als frihes Ziel der Immunreaktion gegen IA-2 fungiert, von dem ein Spreading auf die
PTP-Region von IA-2 und IA-23 ausgeht. In unseren Beobachtungen war Reaktivitat gegen
IA-2-JM sowohl bei Kindern mit frihkindlicher als auch bei Kindern mit pra-/pubertarer
Inselautoimmunitat seltener als gegen IA-2-PTP und IA-2B3. Bezlglich der ZnT8-Epitope
konnten unsere Daten bestatigen, dass Autoantikérper am haufigsten beide Hauptvarianten
des Molekils (ZnT8A-Arginin und ZnT8A-Tryptophan) erkennen, gefolgt von restringierter
Reaktivitat gegen ZnT8-Arginin.

In unseren Untersuchungen wiesen Kinder, die eine Autoreaktivitat gegen Inselzellen erst mit
4 Jahren oder spater entwickelten, am haufigsten Immunisierungsmuster auf, die nicht mit
einem erhohten T1DM Risiko assoziiert sind. Im kurzfristigen Verlauf zeigten sich bei einer
Grol3zahl dieser Kinder keine Verénderungen der Autoantikorperprofile, als Zeichen eines
eher chronischen Verlaufs, ohne Progression. Diese Immunisierungsmuster waren vor allem:
singuldre GADA-Reaktivitat mit niedrigen Ak-Titern und AAk gegen nur ein GAD-Epitop

(vor allem GAD-NH, oder GAD-MID) und héaufig auch singulare, niedrig affine IAA-Reaktivitat
mit niedrigen Titern. Singuldare GADA-Reaktivitat wurde bereits in friiheren Arbeiten als
haufiges Muster bei dlteren Verwandten von Typ 1 Diabetikern beschrieben. Auch in der
vorliegenden Studie wurde dieses Muster sehr haufig beobachtet. Wir konnten jedoch auch
zeigen, dass singulare, niedrig affine IAA mit niedrigen Titern ebenfalls ein sehr haufiges

Immunprofil bei den &lteren Kindern darstellet, welches nicht mit Progression verbunden ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals Immunisierungsprofile fur Kinder mit
frihkindlicher und Kinder mit pra-/pubertarer Inselautoimmunitiat beschrieben und
miteinander  verglichen. Unsere Daten zeigen, dass die unterschiedlichen
Immunisierungsmuster zwar in beiden Gruppen vorkommen kénnen, sich jedoch stark in der
Frequenz ihres Auftretens unterscheiden. Die ermittelten Daten machen deutlich, dass
Kinder, die eine Progression des Autoimmunprozesses durchmachen und schlie3lich einen
T1DM entwickeln, &hnliche Autoantikérper-Charakteristika aufweisen, ungeachtet des Alters

beim erstmaligen Auftreten von Inselautoimmunitét.
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Die Aussage, dass Kinder mit fortschreitender Inselautoimmunitat sich in ihrem
Immunisierungsprofil ahneln wird auch durch unsere Beobachtungen unterstrichen, die
zeigen, dass die Progression in beiden Altersgruppen gleich schnell verlauft. Gleichermal3en
finden sich in beiden Gruppen andere Merkmale, die mit einem chronischen, nicht
progressiven Verlauf assoziiert sind. Diese Unterschiede der H&ufigkeiten lassen sich
wiederum durch das Vorkommen préadisponierender bzw. protektiver Genotypen sowie
exogener Faktoren erklaren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit tragen zu einem besseren Verstandnis der
Pathogenese des T1DM bei und weisen auf neue Immunprofile hin, die zu einer besseren
Diskriminierung des T1DM-Risikos Autoantikorper-positiver Kinder Bedeutung erlangen

kénnten, um geeignete Teilnehmer fir Immuninterventionsstudien auszuwahlen.
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